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Prologo

La conservacion y el uso sostenible de los recursos fitogenéticos son esenciales en el

desarrollo sostenible de la produccion agraria y de las zonas rurales.

La importancia que hoy dia tiene la conservacion, caracterizacion y evaluacion de
estos recursos ha sido puesta de manifiesto estos ultimos afios mediante la inclusion dentro
del Programa Nacional de Recursos y Tecnologias Agroalimentarias del Ministerio de
Ciencia y Tecnologia, de la Accion Estratégica “Conservacion de los recursos genéticos de

interés agroalimentario” dirigida a dar respuesta a los retos en este ambito.

El interés de los profesionales en la conservacion y estudio de los recursos
fitogenéticos ha crecido mucho en los ultimos afios. Como resultado, tanto el numero de
muestras recogidas como el nimero de bancos de semillas establecidos para conservarlas han

aumentado considerablemente.

El trabajo presenta para las gramineas pratenses mas importantes del Norte de Espafia
lo que se conoce hasta la fecha de esta publicacion, de su diversidad genética (agrondmica e
isoenzimatica) asi como los métodos de gestion de esta, haciendo hincapié en el proceso de
multiplicacion, al ser uno de los procesos en los cuales las muestras de semillas son
particularmente vulnerables a la pérdida de diversidad. Se presentan dos ejemplos de
valorizacion de esos recursos mediante la creacion de cultivares comerciales en raigras inglés

e italiano, que ilustran como pasar de la teoria a la practica.
Con la publicacion de este documento se espera hacer una aportacion util a las
personas interesadas en los recursos fitogenéticos de gramineas pratenses permitiendo una

mejor conservacion ex situ y utilizacion de estos.

Mieres, enero de 2006.

José Alberto Oliveira Prendes



1. Introduccion

Los recursos fitogenéticos autoctonos del Norte de Espafia estan adaptados a su
ambiente especifico y contienen genes utiles para la mejora y la diversificacion de las
especies cultivadas de nuestro Pais. En esta zona, las praderas (naturales y sembradas) son
una fuente basica de alimento a bajo coste para la alimentacion de los rumiantes. A pesar de la
implantacion de un sistema de cuotas a la produccion lactea, se estd produciendo un fendmeno
de intensificacion de la produccion a nivel de explotacion ganadera. En muchas explotaciones
del Norte de Espafia, el tinico camino a seguir para aumentar la produccion por explotacion es el
aumento de la produccion forrajera por unidad de superficie, para librarse en lo posible de las

variaciones en los precios de los concentrados que se compran fuera de las explotaciones.

En Galicia, la superficie de prados naturales y pastizales es de 418.346 has, siendo las de
cultivos forrajeros de 273.309 has (maiz forrajero, praderas polifitas y raigras italiano) (Anuario
de Estadistica Agraria 2001). En Asturias, la superficie dedicada a prados naturales y pastos es

de 310.363 has y la dedicada a cultivos forrajeros de 30.364 has (SADEI, 2002).

De las 6.000 t de semillas de gramineas pratenses consumidas en Espafa cada afio, 5.000
t corresponden a los raigrases (raigras inglés e italiano) siendo las gramineas mas utilizadas en el
Norte de Espafia para la implantacion de praderas artificiales (Pifieiro y Pérez, 1992). Casi todas
las semillas de gramineas pratenses consumidas en Espafia se importan, con la excepcion del

raigras italiano del que se produce en Espafia algo mas de la mitad de la semilla que se consume.

El raigras italiano es la graminea mads utilizada pues sus altas producciones justifican su
utilizacion en las pequefias explotaciones del Norte de Espafia. La utilizacion predominante del
raigras italiano es mediante siega, tanto para la alimentacion en verde como para hacer ensilado.
El raigras inglés es una planta ideal para pastoreo y aunque su produccion es menor que la del
raigras italiano, su persistencia es mayor. En general en el Norte de Espaia las temperaturas y el
periodo de sequia estival afectan la produccion de materia seca, su distribucion a lo largo del afo
y su persistencia. El desarrollo de variedades sintéticas de raigras teniendo una amplia
adaptacion y tolerancia a esos factores limitantes, asi como una estacion de crecimiento amplia,
buenos rendimientos y valor nutritivo, son objetivos importantes en la mejora genética de estas

especies.



Ademas de estos usos tradicionales, estas especies proporcionan muchas posibilidades
para la extensificacion, la diversificacion y la proteccion del medio ambiente. La
estabilizacion de taludes en autopistas, vias férreas, cauces hidraulicos, la cubricion de
vertederos y bocas de mina, la revegetacion de espacios naturales deteriorados, etc., son
posibles aplicaciones de la utilizacion de gramineas para usos no forrajeros. En Galicia y en
el caso concreto de las gramineas forrajeras, se mantienen bancos de germoplasma en la
Mision Bioldgica de Galicia (MBG) dependiente del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC) (Lindner y Garcia, 1997; Ron et al., 1997), y en el Centro de
Investigaciones Agrarias de Mabegondo (CIAM), dependiente de la Conselleria de Politica
Agroalimentaria ¢ Desenvolvemento Rural (Oliveira, 2000). La MBG conserva unas 500
muestras de dactilo (Dactylis glomerata L.) y el CIAM unas 140 muestras de raigrases y
festucas (Lolium perenne L., Lolium multiflorum Lam. y Festuca arundinacea Schreb.), las
cuales han sido recientemente evaluadas agrondmicamente (Lopez y Oliveira, 2002). Esta
coleccion se completd durante los afios 1999 y 2000 con nuevas recolecciones de gramineas
poco representadas en el banco del CIAM (Oliveira et al., 2001), entre las que destacan
géneros como Agrostis, Poa, y festucas finas (festucas rojas o rubras y ovinas), en virtud de
la financiacion aportada por el proyecto “Recoleccion, multiplicacién y caracterizacion de
recursos fitogenéticos de gramineas de la Cordillera Cantabrica” (RF99-018) y financiado por
el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion dentro del programa de conservacion y

utilizacion de recursos fitogenéticos, con una duracion de cuatro afios (1999-2002).

2. Prospeccion y recoleccion

Con el fin de comenzar programas de mejora genética en el raigras inglés e italiano, se
realizd una primera prospeccion y recoleccion de poblaciones naturales de gramineas
pratenses, particularmente raigras inglés e italiano en Galicia en 1985 bajo el patrocinio de la
Xunta de Galicia. Con el fin de aumentar la variabilidad genética en el programa de mejora se
realizd una prospeccion de gramineas pratenses por la zona costera del Norte de Espaiia
desde Galicia hasta el Pais Vasco. Posteriormente se realizaron prospecciones y recolecciones
particulares de otras especies del genero Lolium en Canarias (1991) y en Sierra Nevada
(1992) gracias al apoyo de dos Acciones Integradas Hispanofrancesas en colaboracion con la

Station d’Amelioration des Plantes de Clermont-Ferrand y de Festuca arundinacea en 1993



con la Universidad norteamericana de Columbia-Missouri. Ademas, la participacién en la
evaluacion (1995-1998) de una coleccion de referencia (core collection) europea de raigras
inglés ha permitido disponer de 152 poblaciones de 15 paises europeos con el fin de obtener

recursos fitogenéticos utiles en la mejora del raigrés inglés de Galicia.

Figura 1. Recoleccion de semillas de Festuca en Galicia (1993).

En 1995, se realizé el inventario de las muestras de gramineas pratenses espafioles
presentes en el Banco de semillas del Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo
(CIAM), encontrandose 141 muestras viables (que germinan). De esas muestras, 74 son de

raigras inglés, 43 de raigras italiano y 24 de festuca alta.

Durante los afios 1999 y 2000 se recogieron en la Cordillera Cantdbrica 203 muestras
de diferentes especies de gramineas, de las cuales 67 son del género Dactylis, 33 del género
Poa, 28 festucas finas (Festuca rubra, Festuca grupo ovina, etc.), 23 del género Agrostis, 22
del género Lolium y el resto, de especies pratenses de menor importancia (Brachypodium,

Arrhenatherum, etc.).

De una manera general, para todas las poblaciones, se rellené una ficha de
prospeccion en cada lugar de recoleccion con el objetivo de disponer de los datos de
pasaporte (localizacion y caracteristicas de los lugares de recoleccion). Con posterioridad, se
obtuvieron los datos climaticos de los lugares de recoleccién a partir de las estaciones

meteoroldgicas mas cercanas. En el caso de las poblaciones de raigras inglés gallegas se



tomaron muestras de suelo en cada lugar de recogida, que posteriormente se analizaron en

laboratorio.

Las recolecciones se hicieron en forma de semilla, sobre al menos 50 plantas
distribuidas sobre una superficie inferior a 1000 m?. Este método de recoleccion permite
asegurar una buena representatividad de las caracteristicas originales de la poblacion (Tyler et
al., 1984). Las semillas de todas las plantas se mezclaron en conjunto sin ponderar de acuerdo
con la cantidad de semillas aportada por cada planta. En el caso de las variedades locales de
raigras italiano anual la semilla procede de semilla suministrada por agricultores o por
Oficinas Comarcales de Extension Agraria. Las semillas se conservan en camara frigorifica
en envases herméticos entre 0-4 °C y 45-50% humedad relativa. Se cre6 una base de datos en
Acces y se envid una copia a la base europea de Lolium y Festuca y al Centro Nacional de

Recursos Fitogenéticos del INIA.

Figura 2. Botes herméticos con semillas de raigras inglés dentro de una camara frigorifica del CIAM.

3. Caracterizacion y evaluacion

3.1. Los raigrases o el género Lolium

El género Lolium pertenece a la familia de las Gramineas (Poaceae), tribu Festuceae,
y comprende Unicamente especies diploides con 2n = 14 cromosomas. No se encuentran
poliploides en estado silvestre como ocurre en muchos géneros de Gramineas (Festuca,

Dactylis, Briza, Avena, etc.).



El raigrés italiano (Lolium multiflorum Lam.) y el raigras inglés (Lolium perenne L.)
son las especies mas utilizadas en las zonas templadas (Europa y Nueva Zelanda), la primera
aprovechada sobre todo mediante siega (ensilado y aprovechamiento en verde), la segunda

sobre todo en pastoreo y como césped.

Lolium rigidum es una graminea forrajera espontanea, conocida como mala hierba de
los cereales. Se cultiva también en zonas de clima mediterraneo, principalmente en el sur de

Australia e Italia para pastoreo invernal.

3.1.1. Caracterizacion agromorfologica de raigras inglés

En 47 poblaciones naturales de raigras inglés recogidas en Galicia se encontré una
gran variabilidad agrondémica, aunque presentaron peores caracteristicas agrondmicas
(produccion de materia seca, tolerancia a enfermedades, etc.) que las variedades testigos
(Oliveira y Charmet, 1988a). Las poblaciones que mostraron un crecimiento mas importante
provienen de zonas de baja altitud, con pluviometria elevada y temperaturas medias del mes
mas frio suaves. Las poblaciones mas tolerantes a enfermedades se recogieron en lugares con
un déficit de precipitacion moderado y en suelos con un contenido bajo en calcio (Arbones y

Oliveira, 1995).

Figura 3. Espigas de raigras inglés (Lolium perenne L.).



Las principales enfermedades evaluadas fueron la roya negra (Puccinia graminis
Pers.) y coronada (Puccinia coronata Corda), el oidio (Erysiphe graminis DC., el
Rhynchosporium spp., y el Helminthosporium o Drechslera spp. Los momentos de mayor
presion de enfermedades coincidieron todos los afios con los fines de primavera y principios
de verano, y finales del otofio. En verano los ataques son elevados, pero en esa época hay una
parada de crecimiento sin produccion de forraje por lo que los dafios no son importantes

(Oliveira et al., 1996).

Figura 4. Enfermedad foliar de gramineas pratenses (Puccinia coronata).

3.1.2. Diversidad genética en raigras inglés

La base genética del material recogido en Galicia se amplié posteriormente mediante
nuevas recogidas siguiendo un gradiente latitudinal y longitudinal desde la costa atlantica
gallega al Norte de Francia. Los resultados de la evaluacion de 58 poblaciones de raigras

inglés se publicaron por Oliveira et al. (1997a) y Balfourier et al. (1997).
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Figura 5. Mapa de la localizacién de las 58 poblaciones y los cinco lugares de evaluacién. Los puntos en
negro son las 28 poblaciones muestreadas para el estudio de electroforesis.

En 28 poblaciones de las 58 evaluadas agrondmicamente se evalud la diversidad
isoenzimdatica mediante 10 loci polimoérficos (PGI2, ACP2, GOT2, GOT3, SODI1, PRXI1,
IDH1, SKDI1, PGM1 y MDHI1) para conocer ciertos parametros genéticos como el nimero de

alelos/locus y las heterocigosidades.

Figura 6. Locus PGI2.
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Las estadisticas de genética de poblaciones que se obtuvieron fueron de la misma
magnitud a las obtenidas previamente por otros autores en especies de fecundacion cruzada
(n° de alelos por locus = 2,82, heterocigosis observada = 0,289 y heterocigosis esperada =
0,312). La diferenciacion entre las poblaciones (7,9% de la diversidad total) se explico
parcialmente por la latitud y la altitud de los lugares de recogida mediante un método de
regresion logistica aplicado para ver las relaciones entre las frecuencias alélicas y algunas
variables explicativas (altitud, latitud y longitud del lugar de recogida de las poblaciones). La
regresion logistica se usa a menudo para investigar las relaciones entre variables binarias y
ordinales con variables explicativas (Collet, 1991). De esta manera, se observo un clin sur-
norte para los alelos ACP2-20 (antes ACP2-a) y PGI2-20 (antes PGI2-a), encontrandose las
frecuencias mayores en las zonas de recoleccion mas al Norte. De la misma manera, en las
poblaciones provenientes de zonas de mayor altitud se encontraron mas alelos SKD1-30

(antes SKD1-b) y PGI2-20.

La mayoria de los alelos no muestran una estructuracion geografica. Como sefiala
Sokal (1986), esto se puede explicar por una situaciéon muy cercana a la panmixia en toda la
zona geografica de estudio. Esto se deberia a un gran flujo genético entre las poblaciones
debido al transporte de semillas por animales o incluso al transporte de polen por el viento.
Sin embargo, algunos alelos mostraron una variacion clinal en las frecuencias alélicas, como
ocurre con ACP2-20 y PGI2-20, que son mas frecuentes en el Norte que en el Sur. Hay dos
hipdtesis que tratan de explicar estas variaciones clinales: una de ellas es la hipotesis de la
seleccion de diferentes alelos a lo largo de un gradiente geografico o ecoldgico (Endler,
1977), la otra, propone que sea consecuencia de la migracion y de la dispersion a lo largo de
un eje geografico (Wijsmann y Cavalli-Sforza, 1984). Loos (1994) también indico la
existencia de un clin Norte-Sur para diferentes alelos en una coleccion europea de
poblaciones de raigras inglés desde Inglaterra a Italia. Este autor estd mas de acuerdo con la
hipotesis de la migracion. Sin embargo, es dificil establecer conclusiones sobre el origen de
esta estructuracion, ya que en el caso de la relacion entre los alelos PGI2-20 y ACP2-20 con
la latitud, si consideramos la hipotesis de la migracion, deberia haberse observado un clin
similar para todos los loci (Barbujani, 1988). Para estar de acuerdo con la hipotesis de la
seleccion, hubiese sido necesario muestrear poblaciones en varios y distintos gradientes

climaticos y geograficos como hizo Lumaret (1984) en Dactylis glomerata L.
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También observamos que el alelo PGI2-20 parece relacionado con la altitud. Esto se
podria explicar, probablemente, por la hipotesis de la seleccion. En este sentido, Humphreys
(1992) observo una asociacion consistente entre el contenido en carbohidratos solubles y el
locus PGI2. Este locus estd implicado en el aumento de carbohidratos solubles, produciendo
un aumento del efecto osmdtico responsable de una mejor tolerancia al frio. En estas
condiciones, es posible imaginar que la altitud del lugar de recoleccion (y consecuentemente
bajas temperaturas) interacta con la reaccidén enzimatica y actua como una presion de
seleccion (Balfourier et al., 1997). En el caso de la relacion del alelo SKD1-30 con la altitud,
si consideramos la teoria neutralista, se puede suponer que este locus esta muy ligado con un

locus de un caracter cuantitativo, que puede ser seleccionado por la altitud.

Figura 7. Distribucién geografica del alelo PGI2-20 (antes PGI2-a) en 28 poblaciones de raigras inglés.
Los sectores en negro son proporcionales a las frecuencias alélicas.

Figura 8. Distribucion geografica del alelo ACP2-20 (antes ACP2-a) en 28 poblaciones de raigras inglés.
Los sectores en negro son proporcionales a las frecuencias alélicas.

12



3.1.3. Interaccion genotipo-ambiente en raigras inglés

El crecimiento estacional es un factor clave en los programas de mejora que buscan
ampliar la adaptacion del raigras inglés. Dicho crecimiento en gramineas es probablemente el
resultado de la accion de muchos genes que interacttian con el ambiente, pero la constitucion
genética de estas poblaciones estd influida también por las condiciones climéaticas del lugar

de origen de estas, actuando como una presion de seleccion.

Sobre una muestra de 58 poblaciones naturales del Norte de Espaiia y Francia se
realizd un estudio agrondémico en cinco localidades (tres en Francia y dos en Espaiia). Esta
muestra de poblaciones presentd interacciones genotipo-ambiente muy significativas para los

caracteres de crecimiento estacional (crecimiento de otofio, invierno y primavera).

Con el fin de explicar esas interacciones se utilizd un método de regresion con
covariables asociadas tanto a los ambientes como a los genotipos, llamado regresion factorial
(Denis, 1988). Este método utiliza varios términos multiplicativos, es decir, el producto de
covariables, dos por dos, tanto covariables de las localidades de evaluacion como de las
poblaciones. Como covariables ambientales, se utilizaron los datos climéaticos de los lugares
de evaluacion. Como covariables genéticas, las frecuencias alélicas de las poblaciones y los
datos climaticos de los lugares de origen de las poblaciones. Aunque, la variacion
isoenzimatica se considera en general, selectivamente neutra (Kimura, 1983), se han
encontrado algunos alelos correlacionados con factores ambientales (Nevo et al., 1988). En
este trabajo, cuando se encontrdé que algin alelo explicod una parte de las interacciones

genotipo-ambiente, se propusieron algunas interpretaciones genéticas.

Un andlisis de regresion factorial utilizando estas covariables permiti6 explicar la
mayoria de esas interacciones mediante el producto de dos covariables (Balfourier et al.,

1997).

Una manera ttil de presentar los coeficientes de regresion del efecto poblacion es
situandolos en un mapa para la temperatura minima de las localidades de evaluacion
(crecimientos de primavera e invierno) y para la temperatura media de la localidad de

evaluacion (crecimiento de otofo). Las figuras siguientes nos permiten situar las poblaciones
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que se espera tengan una interaccion positiva (o negativa) en los lugares de evaluacion mas
calidos o frios en invierno (circulos negros o blancos) o en los lugares mas calidos o mas

frios anualmente (circulos negros o blancos).

En el caso del crecimiento de primavera el 72,8% de la interaccion se explicd
mediante dos covariables: la frecuencia de alelo PGI2-20 de las poblaciones y la temperatura
minima del mes mas frio de los lugares de evaluacion (las poblaciones con frecuencias altas
de PGI2-20 evaluadas en localidades mas frias son en media mas vigorosas en primavera). El
alelo PGI2-20 codifica para enzimas relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos
con lo que se puede pensar que influye en el incremento del contenido de carbohidratos
produciendo un efecto osmético responsable de una mayor tolerancia al frio e influyendo en
el crecimiento de las plantas. La t* minima del lugar de evaluacion interactuaria con la
reaccion enzimatica, siendo una presion de seleccion. Ese efecto no se mostrdé en Mabegondo
ni en Puebla por sus temperaturas altas. La mayoria de las poblaciones espaiiolas tuvieron
coeficientes de regresion positivos (circulos negros) lo que conduce a una interaccion positiva
en los lugares de evaluacion con temperaturas minimas de invierno altas (localidades
gallegas). De la misma manera, la mayoria de las poblaciones francesas tuvieron coeficientes
negativos (circulos blancos) y por lo tanto tendran interacciones positivas cuando se evalien

en las localidades con las temperaturas minimas mas bajas (localidades francesas).

Figura 9. Mapa de los coeficientes de regresion del caracter vigor de primavera, sobre la covariable
temperatura minima de la localidad de evaluacion. El tamaiio del simbolo es proporcional al valor
absoluto del coeficiente de regresion. Los simbolos en blanco representan coeficientes negativos y los
negros positivos.
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En el caso del vigor de otofio se observan diferentes modos de comportamiento de las
poblaciones. Algunas poblaciones de Galicia y Asturias en Espafia o de la Bretafia y
Normandia en Francia (circulos blancos) muestran interacciones positivas cuando se evaluan
en localidades frias como Bourg-Lastic en Francia. En otras poblaciones de Espafia y Francia
se observan interacciones positivas (circulos negros) cuando se evaluan en las localidades

mas calidas (Mabegondo y Puebla de Brollon).

Figura 10. Mapa de los coeficientes de regresion del caracter vigor de otofio sobre la covariable
temperatura media de la localidad de evaluacion. El tamafio del simbolo es proporcional al valor absoluto
del coeficiente de regresion. Los simbolos en blanco representan coeficientes negativos y los negros
positivos.

Finalmente, en el vigor de invierno se observo algo similar al vigor de primavera: las
poblaciones espafiolas mostraron una interaccion positiva en las localidades de evaluacioén
mas calidas (localidades espafiolas) excepto algunas poblaciones de Galicia y Asturias que

parecen adaptarse bien a los inviernos franceses.

Figura 11. Mapa de los coeficientes de regresion del cardcter vigor de invierno, sobre la covariable
temperatura minima de la localidad de evaluacion. El tamaiio del simbolo es proporcional al valor
absoluto del coeficiente de regresion. Los simbolos en blanco representan coeficientes negativos y los
negros positivos.
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Las poblaciones procedentes de lugares con una suma de temperaturas de invierno
(suma de temperaturas positivas desde el 1 de enero al 31 de marzo) mas alta mostraron un
crecimiento de invierno mayor en las localidades de evaluacion con inviernos calidos
(Mabegondo y Puebla). Por otra parte, las poblaciones francesas procedentes de lugares con

inviernos frios dan mejores resultados en lugares de evaluacion frios.

Para los crecimientos de primavera y de invierno se puede decir que las poblaciones
procedentes de lugares con inviernos frios muestran una interaccion positiva en lugares de

evaluacion frios y viceversa con los calidos. Una posible causa de esto es la seleccion natural.

En relacion con el crecimiento de otoflo, la interaccion se explicd sobre todo por la
temperatura media del lugar de evaluacion y por la frecuencia del alelo SOD1-30. Una
frecuencia alta del alelo SODI1-30 parece favorable al crecimiento de otofio de las

poblaciones evaluadas en localidades con temperaturas medias altas como Puebla.

3.1.4. Coleccion europea de referencia de raigras inglés

Con el fin de encontrar recursos fitogenéticos adaptados a Galicia, se evaluaron 152
poblaciones naturales de raigrds inglés de 15 paises europeos, en condiciones de bajo
mantenimiento dentro del “Forages Network del ECP/GR (European Cooperative Programme
for Crop Genetic Resources Network)”. Se considerd la produccion estacional y anual de
materia seca, fecha de espigado, habito de crecimiento e incidencia de enfermedades foliares
en el Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo (A Corufia) durante 1997 y 1998.
Las poblaciones de Italia y Bélgica mostraron la mayor variabilidad y el mejor
comportamiento agrondémico para estos caracteres. Las poblaciones procedentes de la
Republica Checa y de Holanda presentaron un buen comportamiento agrondémico general con
algunos aspectos negativos, como la baja produccion de materia seca otofial y la sensibilidad
a enfermedades. Las poblaciones més precoces de espigado fueron las de Italia (fecha media
de espigado el 25 de abril) y las mas tardias las de la Republica Checa (fecha media de
espigado el 29 de mayo). Las poblaciones de Holanda y Bélgica tuvieron fechas de espigado
intermedias (del 10 al 13 de mayo). De acuerdo con estos resultados, en los programas de

mejora genética de raigras inglés para Galicia, que deseen introducir material exdtico con

16



buen valor agronémico y gran variabilidad genética, se recomienda usar los recursos

fitogenéticos procedentes de Italia y Bélgica (Oliveira y Gonzélez, 2000).

Figura 12. Paises de origen de las 152 poblaciones europeas de raigras inglés.

3.1.5. Hongos enddfitos en raigras inglés

El raigras inglés (Lolium perenne L.) puede albergar hongos endofitos que pertenecen
a los géneros Epichloé y Neotyphodium (antigunamente denominado Acremonium)
(Christensen et al., 1993; Schardl, 1996). Las plantas de raigras inglés infectadas por
Neotyphodium (Glenn et al., 1996) no presentan ningun sintoma y el hongo se transmite
verticalmente por semilla (Neil, 1941). El hongo endofitico Epichloé typhina (White, 1987)
en Lolium desarrolla un collar de micelio fingico en el espigado de la planta, lo que impide la

emergencia de la espiga, esterilizando la planta.

Figura 13. Hongo endofito Epichloé typhina en dactilo.

17



La relacion entre el hongo y la planta se considera mutualistica (Clay, 1988). Por otra
parte, la infeccion con el hongo se ha mostrado que aumenta el valor adaptativo de la planta
debido a una mayor tolerancia a la sequia (West ef al., 1993), a insectos y nematodos (Latch,
1993). Los efectos del endofito, tanto en el comportamiento de la planta como en la
produccion animal, estdn influidos por una serie de metabolitos secundarios incluyendo
diferentes alcaloides toxicos producidos por la interaccion planta-hongo. Christensen et al.
(1993) mostraron una gran variabilidad en la naturaleza y produccion de estos metabolitos

secundarios por diferentes cepas de endofitos.

La paralisis del raigras (“ryegrass staggers”) es una intoxicacion del ganado,
especialmente en Nueva Zelanda, debida a la presencia de Neotyphodium lolii en las plantas de
raigras consumidas. Esta enfermedad est4 causada por el lolitreno B, una neurotoxina sintetizada
por el endofito en raigras inglés (Fletcher ez al., 1993). Este sindrome esta caracterizado por una
funcion neuromuscular reducida, temblores en el cuello y miembros, ganancias de peso
reducidas y problemas reproductivos debidos a niveles de la hormona prolactina bajos
(Thompson y Stuedmann, 1993; Valentine et al., 1993). Recientemente se han descrito casos de
esta intoxicacion en ovejas, ganado vacuno y caballos en Alemania, Holanda y el Reino Unido

(Lewis, 1997).

Los alcaloides ergopeptinicos se producen también en raigras inglés infectado por
hongos endofitos (Rowan y Shaw, 1987). De estos compuestos, la ergovalina estd reconocida
como el mas importante en el raigras. Este alcaloide tiene efectos complejos en los animales
en pastoreo entre los que la vasoconstriccion y el aumento de temperatura corporal son los
mas claros. Otros efectos incluyen una disminucion de la ganancia de peso y problemas
reproductivos. Este conjunto de sintomas se denomina “festucosis” por haberse detectado
primero en ganado pastando plantas de festuca infectadas por hongos endofitos. En la
actualidad, se sospecha que hay una interaccion de los efectos de la ergovalina y el lolitreno
B en el agravamiento del “ryegrass staggers” (Fletcher, 1999). Este sindrome se ha descrito
esporadicamente en Francia (Bony et al., 1996) en novillas pastando praderas viejas de

festuca alta.

Los alcaloides lolitreno B y ergovalina estan concentrados en los 20-40 mm del pasto
mas cercanos al suelo, notablemente en las vainas foliares mas viejas y también en los tallos

y espigas, aumentando mucho su concentracion con temperaturas ambientes y humedades
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relativas altas y en el momento de produccion de semillas por parte de la planta (Hamilton-

Manns y Crothers, 1999).

En Espafia, como en otros paises europeos, la infeccion en poblaciones naturales de
raigras inglés con el hongo endofito es amplia y comun (Lewis et al., 1997; Plaza et al.,
2001). En un muestreo realizado sobre 54 poblaciones de raigras inglés del Norte de Espafia,
Oliveira y Castro (1998) observaron que el 72% de las poblaciones contenian hongos
endofitos. Los porcentajes de infeccion fueron generalmente inferiores al 50% y raramente
extremos. Los valores superiores al 50% se encontraron principalmente en las poblaciones

recogidas en las localidades mas célidas y secas.
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Figura 14. Niveles de infeccion en 54 poblaciones naturales espafiolas de raigras inglés: el tamafio del
simbolo es proporcional al nivel de infeccion.

A pesar de ello, en Europa, la informacion sobre la produccion de alcaloides en
raigras inglés es escasa. Oldemburg (1997) encontrd una variacion estacional en lolitreno B
en hierba de ecotipos alemanes de raigras inglés infectados, desde 1993 a 1996. Los valores
mas altos, 0,8 a 1,4 ppm se obtuvieron durante los meses de julio y agosto. En Espafia,
Oliveira et al. (1997c, 2000b) encontraron valores bajos de ergovalina en hierba de material
de mejora de raigras inglés en el invierno y valores medios de 1,6 ppm de lolitreno B y de 5,9
ppm de ergovalina en semillas de poblaciones de raigras inglés multiplicadas en el Centro de

Investigaciones Agrarias de Mabegondo.

Oliveira et al. (2002) analizaron el contenido en los alcaloides lolitreno B y
ergovalina en semillas de 21 poblaciones naturales de raigras inglés (Lolium perenne L.) del

norte de Espafia, infectadas con los hongos endofitos Neotyphodium.
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Tabla 1. Origen, altitud y tipo de habitat de las muestras de semillas de raigras inglés recogidas
en el norte de Espaiia.

Codigo  Origen Altitud (m) Hébitat

1 Argelaguer (Girona) 150 Prado

2 Seo de Urgel (Lleida) 700 Terreno inculto
3 Ariniz (Vitoria) 500 Camino

4 Grado (Asturias) 60 Borde carretera
5 Teverga (Asturias) 600 Camino

6 Barrios de Luna (Le6n) 1100 Borde carretera
7 Barrios de Luna (Le6n) 1100 Prado

8 Sena de Luna (Ledn) 1100 Camino

9 Pobladura de Luna (Le6n) 1150 Camino

10 Rabanal de Luna (Le6n) 1150 Camino

11 La Magdalena (Ledn) 1150 Borde carretera
12 Ponferrada (Ledn) 400 Camino

13 Carino (A Corufia) 20 Terreno inculto
14 El Ventorrillo (A Coruiia) 100 Terreno inculto
15 Ronda de Nelle (A Coruna) 30 Terreno inculto
16 Louro (A Corufia) 40 Terreno inculto
17 Canabal (Lugo) 400 Terreno inculto
18 Rodicio (Ourense) 950 Terreno inculto
19 Ribadumia (Pontevedra) 30 Camino

20 Ponte-Caldelas (Pontevedra) 500 Terreno inculto
21 La Lanzada (Pontevedra) 20 Terreno inculto

El nivel de infeccion medio fue de 40,1%, variando desde ¢l 8 al 80%, estando el 62%
de las poblaciones por debajo del nivel del 50% de infeccion. El contenido medio del
alcaloide lolitreno B fue de 1,1 ppm variando de 0,0 a 7,1 ppm, mientras que el contenido

medio del alcaloide ergovalina fue de 13,5 ppm variando de 1,0 a 36,2 ppm.
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Tabla 2. Porcentajes de infeccion del hongo endofito Neotyphodium y contenidos en los alcaloides lolitreno
B y ergovalina (ppm = miligramos del alcaloide / kilogramos de peso seco de semilla) en muestras de
semillas de raigras inglés recogidas en 21 zonas del norte de Espaiia.

Codigo Porcentaje  Lolitreno B Ergovalina

de infeccion (ppm) (ppm)
1 51 2,2 2,2
2 10 0,5 1,0
3 72 1,9 7,0
4 20 0,0 4,0
5 12 0,0 2,1
6 40 3,9 6,0
7 42 0,0 36,2
8 18 0,0 6,8
9 39 2,6 19,8
10 41 2,4 13,6
11 72 7,1 8,0
12 78 0,0 11,0
13 30 0,0 32,8
14 21 1,9 5.8
15 80 0,4 35,8
16 52 0,0 26,9
17 15 0,0 4.0
18 8 0,0 2,2
19 21 0,2 14,0
20 59 0,0 13,3
21 62 0,0 31,7
Media 40,1 1,1 13,5
Desviacion 23,7 1,8 12,0
estandar

Se estudiaron las relaciones entre el nivel de infeccion y el contenido en alcaloides
mediante las correlaciones de Spearman. Se encontraron correlaciones estadisticamente
significativas entre el porcentaje de infeccion y el contenido en ergovalina (r = 0,59) a un
nivel de significacion del 1%. Las concentraciones mas altas de lolitreno B y de ergovalina se
consideran suficientes para inducir los sindromes del “ryegrass staggers” y la “festucosis”,
pero debido a la diversidad de especies pratenses en los prados naturales del norte de Espafia
es poco probable que aparezcan estos desordenes. Sin embargo, en pastos con gran
abundancia de raigras inglés infectado con hongos endofitos, seria conveniente evitar que el
ganado pastase las plantas espigadas, debido a que es en las semillas donde las

concentraciones de alcaloides son mas altas.

En un estudio realizado por Oliveira et al. (2003) se sugiere la posibilidad de
desarrollar asociaciones raigrds inglés-hongos endofitos sin la presencia del alcaloide
lolitreno B y que no acumulen cantidades excesivas del alcaloide ergovalina a partir de

poblaciones naturales de raigras inglés de Galicia. En este trabajo se determinaron las
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concentraciones de ergovalina en dos genotipos (EI19 y EI24) infectados con un hongo
endofito nativo que no produce lolitreno B, durante tres afios en dos localidades de Galicia
(Mabegondo en A Corufia y Puebla de Brollon en Lugo). Se observo un efecto significativo

(P <0,05) en la fecha de muestreo durante los tres afios y en las dos localidades de estudio.

Las concentraciones medias de ergovalina variaron de 0,06 ppm en el comienzo de la
primavera a 0,57 ppm en junio. El genotipo EI19 presenté concentraciones de ergovalina
significativamente mas altas (0,37 ppm, SE = 0,09) que el EI24 (0,33 ppm, SE = 0,08) solo
en una localidad y en el afio 2000. En las condiciones del Noroeste espaiol, los valores de
ergovalina obtenidos en este trabajo fueron lo suficientemente altos como para alcanzar

niveles potencialmente toxicos para los animales.
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Figura 15. Concentracion de ergovalina (ppm) en dos genotipos de raigras inglés (EI19, circulos y E124,
cuadrados) infectados con una cepa de hongo endofito evaluados en Mabegondo (A Coruiia). Las barras
verticales representan desviaciones estandar entre réplicas de un genotipo.
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Figura 16. Concentracion de ergovalina (ppm) en dos genotipos de raigras inglés (EI19, circulos y E124,
cuadrados) infectados con una cepa de hongo endofito evaluados en Puebla de Brollon (Lugo). Las barras
verticales representan desviaciones estandar entre réplicas de un genotipo.

Con el objetivo de determinar el efecto de la infeccion con los hongos endofitos en la
produccion de materia seca, valor nutritivo y persistencia del raigras inglés en Galicia,
Oliveira et al. (2004) realizaron un ensayo con los dos genotipos de raigras inglés anteriores
(EI19 y EI24) y los mismos genotipos desprovistos del hongo endosito. Este estudio se
realiz6 durante un periodo de cuatro afos y en las dos localidades gallegas indicadas en el

anterior trabajo.

Figura 17. Parcelas de ensayo con genotipos de raigras inglés infectado y no infectado.

23



El hongo endofito no influy6 en la produccion de materia seca ni en la persistencia de
los dos genotipos de raigras inglés estudiados. La falta de un nivel de estrés adecuado pudria
explicar estos resultados. El valor nutritivo de las plantas tampoco resultd influido por la
infeccion con el hongo endofito, excepto en el caso de la digestibilidad de la materia organica
y el contenido en carbohidratos solubles en alguna ocasion (P < 0,05). El valor medio de la
digestibilidad de la materia organica (dos comparaciones significativas de ocho) fue
ligeramente superior en los genotipos infectados (72,4 y 83,4%) que en los genotipos no
infectados (70,3 y 82,6%). El contenido medio en carbohidratos solubles (dos comparaciones
de ocho) fue también mas alto en los genotipos infectados (18,5 y 26,3%) que en los
genotipos libres del hongo (17,3 y 24,6%). Estas diferencias fueron pequefias y no permiten
recomendar el uso de variedades infectadas con los hongos endofitos con vistas a la
produccion de forraje en las localidades de estudio debido a los pequenos efectos positivos
obtenido y a los posibles efectos negativos en las producciones animales por la presencia del

alcaloide ergovalina.

Tabla 3. Produccién de materia seca anual (MS en t ha™), valores medios de valor nutritivo (NIRS-CP =
proteina bruta predicha NIRS en % MS, NIRS-WSC = carbohidratos solubles predichos NIRS en % MS,
NIRS-DOM = digestibilidad de la materia organica predicha NIRS en % de materia organica) de dos
genotipos de raigras inglés infectados (EI) y los mismos genotipos libres de endofitos (EF) en Mabegondo
(A Coruiia). Medias seguidas de diferentes letras en la columna fueron significativamente diferentes al
nivel de 0,05 de acuerdo con el test T de Bonferroni. SE es el error estandar de la media.

Afio Endofito MS NIRS-CP  NIRS-WSC NIRS-DOM

1999  EI 13,9 14,5 17,7 74,9
EF 13,6 14,7 17,4 74,9
SE 0,38 0,15 0,28 0,24
2000  EI 12,3 16,0 16,6 75,4
EF 11,9 15,9 16,2 75,1
SE 0,31 0,22 0,14 0,17
2001  EI 11,4 13,0 20,8 76,9
EF 10,6 13,5 20,1 74,7
SE 0,23 0,22 0,57 0,72
2002 EI 9,8 15,8 18,5a 72,4a
EF 9,4 15,8 17,3b 70,3b
SE 0,30 0,07 0,24 0,23
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Tabla 4. Produccién de materia seca anual (MS en t ha), valores medios de valor nutritivo (NIRS-CP =
proteina bruta predicha NIRS en % MS, NIRS-WSC = carbohidratos solubles predichos NIRS en % MS,
NIRS-DOM = digestibilidad de la materia organica predicha NIRS en % de materia organica) de dos
genotipos de raigras inglés infectados (EI) y los mismos genotipos libres de endofitos (EF) en Puebla de
Brollén (Lugo). Medias seguidas de diferentes letras en la columna fueron significativamente diferentes al

nivel de 0,05 de acuerdo con el test T de Bonferroni. SE es el error estandar de la media.

Afio  Endofito _MS  NIRS-CP _ NIRS-WSC  NIRS-DOM
1999 El 12,9 13,1 26,3a 85,6
EF 13,2 13,5 24,6b 84,9
SE 0,18 0,18 0,42 0,21
2000 EI 5,6 10,5 243 80,9
EF 5,0 10,7 242 80,4
SE 0,25 0,12 0,41 0,27
2001 EI 8,8 14,0 21,5 83,4a
EF 8,7 14,1 21,7 82,6b
SE 0,24 0,31 0,47 4,44
2002 EI 7,7 15,9 15,1 76,5
EF 7,6 15,6 15,4 76,4
SE 0,27 0,22 0,42 0,31

3.1.6. Diversidad genética en raigras italiano anual

Oliveira et al. (1997b) evaluaron la wvariabilidad agrondémica, morfoldgica e

isoenzimatica en 16 variedades locales de raigras italiano anual de Galicia y Asturias en tres

localidades: Mabegondo (La Corufia), Puebla de Brollén (Lugo) y Salcedo (Pontevedra).

Las variedades locales mostraron una gran diversidad morfoldgica, agronémica e

1soenzimatica. Mediante métodos de analisis estadisticos multivariables se identificaron

cuatro grupos de variedades.

25



Eje 2
3o
. 4
N|Qak bl h
of e ;
7o G 2 12
GJ

104 )
G R , 3 5 Eje 1
Baraldi Vitesse o i
2% 2a
3 160 Gg 1
4o "
4

Figura 18. Proyeccion de 16 variedades locales de raigras italiano anual (1-16) y tres testigos
comerciales (Ninak, Baroldi y Vitesse) en el plano 1-2 del analisis de componentes principales obtenido
sobre una matriz de correlaciones (varianza acumulada = 65,9%) en base a caracteres
agromorfolégicos.

El grupo 1, incluye las variedades mas precoces de espigado (fecha media de
espigado, primera semana de marzo) que presenta poco interés agronomico, el grupo 2
comprende las variedades que espigan en la tercera semana de marzo y con una alta
produccion de invierno. Las variedades de este grupo proceden del Sudoeste de Galicia. El
grupo 3 incluye variedades de fechas de espigado intermedias (primera semana de abril), y
proceden de Asturias y La Corufia. El tltimo grupo incluye las variedades mas tardias de
espigado (en el mes de abril) y con un buen rendimiento de primavera. Todas las poblaciones

de este grupo proceden de La Coruiia.

El anélisis de nueve loci polimoérficos en 100 plantas por poblacion (PGI2, ACP2,
IDH1, PGM1, PRX1, SKD1, GOT2, GOT3 y SOD1) permitié6 comprobar que los principales
indices de diversidad (n° medio de alelos por locus = 3,59 y heterocigosidad esperada media
= 0,510) fueron mayores que los resefiados por Hamrick y Godt (1990) para especies
alogamas con polinizacion anemofila. Los indices de diversidad también fueron mayores que
los obtenidos por Hayward (1985) en 40 poblaciones de Inglaterra (n® medio de alelos por
locus = 3,09 y heterocigosidad esperada media = 0,372) mediante cinco loci, por Oliveira y
Charmet (1988b) en poblaciones de raigras ingles de Galicia (n° medio de alelos por locus =
3,16 y heterocigosidad esperada media = 0,395 mediante siete loci, y por Charmet et al.
(1993) en 60 poblaciones de raigras inglés francesas mediante siete loci polimorficos (n°

medio de alelos por locus = 2,75 y heterocigosidad esperada media = 0,270). Las medias de
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ambos parametros fueron mayores en estos estudios que en el trabajo de Hamrick y Godt

(1990) porque ninguno de los loci estudiados aqui fue monomorfico.

El valor medio del indice de fijacion intrapoblacion (FIS) indicé que en media hubo
un déficit de heterocigotos dentro de las poblaciones. El valor medio de 0,286 para FIS es
mayor que los valores indicados por Hayward y McAdam (1977) en cultivares de raigras
inglés, Oliveira y Charmet (1988b) en poblaciones naturales de raigras inglés de Galicia y
Charmet et al. (1993) en poblaciones francesas de raigras inglés. Este déficit se puede deber
al pequeno tamafio del vecindario y al efecto Wahlund como indica Charmet et al. (1993).
Una poblacién recogida en un lugar determinado puede incluir circulos de individuos
(vecindarios) que estdn mas relacionados genéticamente que dos miembros al azar de la

poblacion local total. El cruzamiento seria panmictico s6lo dentro de un vecindario.

El hecho de que la mayor parte de la diversidad genética sea debido al componente
intrapoblacional (92% de la variabilidad isoenzimatica total), sugiere que el muestreo de
pocas poblaciones para la conservacion de recursos fitogenéticos seria suficiente para
preservar la mayor parte de la variabilidad isoenzimatica. Para evitar los efectos de la deriva
genética y de la depresion por consanguinidad seria necesario utilizar tamafios de poblacioén

grandes en el momento de multiplicar las mismas.

3.1.7. Caracterizacion de Lolium rigidum Gaud.

Se caracterizaron en el Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo (La
Coruna) entre 1996 y 1997 (Oliveira y Lopez, 1999) diez poblaciones espafiolas de raigras

anual (Lolium rigidum Gaud.).
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Figura 19. Planta de Lolium rigidum.

Se aplico un andlisis de componentes principales con el fin de describir la variabilidad
agro-morfoldgica. Las poblaciones mostraron una gran variabilidad para los caracteres agro-
morfologicos e isoenzimaticos estudiados. La diversidad isoenzimatica se evaludé mediante
cinco loci polimoérficos (PGI2, ACP2, IDH1, SKDI y PGM1). Una de las poblaciones de
nuestro trabajo (Pontevedra) mostré una fecha de espigado y una produccion de forraje mas
tardias que el testigo empleado, al igual que una parecida abundancia de inflorescencias, lo
cual parece indicar una capacidad similar de produccion de semilla y con ello de
autoresiembra de la pradera. Los parametros estadisticos de genética de poblaciones fueron
mas altos que los citados en otras especies alogamas (nimero medio de alelos = 3,7 y
heterocigosidad media esperada = 0,493). La diversidad genética se explico sobre todo por el
componente intrapoblacional. La diferenciacion interpoblacional sélo explico un 12% de la
diversidad total. En nuestro trabajo se observo una gran variabilidad agro-morfoldgica para la
mayoria de los caracteres estudiados, apareciendo grupos de poblaciones con caracteristicas
distintivas. Asi las poblaciones de Ibiza y Pontevedra son las que presentaron fechas de espigado
y producciones de materia seca mas tardias. Estas poblaciones podrian tener interés en zonas de
clima Atlantico debido a su ciclo mas tardio. Otro grupo de poblaciones formado por las de
Zaragoza, Granada, Cadiz, Ourense, La Palma y Gomera, en cambio, presentaron fechas de
espigado y producciones de materia seca mas precoces. Estas poblaciones, pareceria que estarian
mas adaptadas a las condiciones de clima Mediterraneo debido a su ciclo mas precoz.

Finalmente, las poblaciones de Mallorca y Malaga presentaron caracteristicas intermedias.
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3.2. Festucas y Poas

El género Festuca pertenece a la tribu Festuceae de la familia de las Gramineas. El
interés agronomico de las especies del género Festuca puede ser debido tanto a sus
cualidades forrajeras como a sus cualidades cespitosas. La festuca alta (Festuca arundincaea
Schreb. subsp. arundinacea) se puede emplear para una u otra utilizacidon; su gran
variabilidad permite en efecto seleccionar cultivares con hojas relativamente finas y con
ahijamiento denso lo que gracias a su rusticidad permite utilizarla como cubierta vegetal.
Excepto esta especie que se puede utilizar para los dos fines comentados anteriormente, las
festucas para utilizacion forrajera se encuentran dentro de las especies de hojas anchas
(seccion Bovinae), tales como las subespecies de Festuca arundinacea y Festuca pratensis,
mientras que las destinadas a una utilizacion de césped, pertenecen a la seccion Ovinae:
festuca roja cespitosa (Festuca rubra subsp. commutata o Festuca nigrescens subsp.
nigrescens), festuca roja rastrera (Festuca rubra subsp. rubra), festuca roja semirastrera

(Festuca rubra subsp. trichophylla) y la festuca ovina (Festuca ovina L.) (Portal, 1999).

La especie mas conocida y la mas utilizada del genero Poa es sin duda la poa de los
prados (Poa pratensis L.). Esta especie tiene una gran tolerancia al pastoreo frecuente y bajo
por lo que se suele utilizar como especie integrante de los pastos para caballos y ovejas en
Estados Unidos. A condicion de regar, la poa pratense puede persistir en las zonas aridas o
semiaridas. En periodos de sequia o de temperaturas altas, se produce una reduccion de la
parte aérea, pero cuando las condiciones son favorables se produce el rebrote a partir de los

nudos de los rizomas subterraneos.

Prefiere los suelos bien drenados, fértiles y con pH entre 6 y 7. Se utiliza como planta
forrajera, a menudo en mezclas, en Suiza (Charles y Lehmann, 1989) y en los paises de
Europa del Norte y sobre todo como planta de césped en todos los paises europeos y en los

Estados Unidos.

Otras especies de poa no tienen la importancia de la Poa pratensis, asi por ejemplo la
Poa nemoralis o poa de los bosques estd muy adaptada a las zonas sombreadas y humedas, pero
tiene una vida muy corta y es muy sensible a las siegas. Es poco exigente en nutricion mineral,

pero requiere suelos ricos en materia orgédnica, arcillosos y humedos. Se utiliza en céspedes
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ornamentales y en campos de deportes (Fernandez de Gorostiza, 1996). La Poa alpina estd muy
bien adaptada para el control de la erosion y es relativamente frecuente en zonas de media y alta

montaia en pastizales sobre sustratos calizos (Mayor y Diaz, 1977).

3.2.1. Festucas altas y hongo sendofitos

La festuca alta (Festuca arundinacea Schreb) presenta caracteristicas interesantes por
su potencial uso forrajero y ambiental. En el CIAM se conserva una coleccion de poblaciones
naturales que se evaludé dentro del Programa Nacional de Conservacion de Recursos
Fitogenéticos. Se caracterizaron un total de 24 poblaciones naturales recolectadas en forma

de semilla en diversas localidades del Norte de Espaiia y tres variedades comerciales.

Figura 20. Espigas de festuca alta.

El 90% de esas poblaciones resultaron infectadas (Oliveira y Castro, 1997), lo que
esta de acuerdo con el hecho de que las poblaciones naturales o naturalizadas de gramineas
potenciales hospedadoras de endofitos contienen niveles altos de infeccion (Holder et al.,
1994). Sin embargo, so6lo el 41% de las muestras infectadas contenian hongos endofitos
viables con un rango de variacion del 70 al 100%. Esto indica una disminucién rapida de la
viabilidad del hongo endofito dede el momento de la recoleccion de las muestras en 1995
hasta el momento del estudio de la viabilidad del hongo. Esta pérdida de la viabilidad del
hongo se debe previsiblemente a la conservacion de las semillas en envases no herméticos, a

4 °C y 45-50% de humedad relativa.

Previamente a la siembra de las semillas para su evaluacion agromorfologica se

elimino el hongo endofito para evitar su posible incidencia en los caracteres medidos (Lopez
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y Oliveira, 2002). El disefio experimental elegido fue en bloques completos al azar. Las
variables medidas en cada individuo fueron la fecha de espigado, crecimientos (otofo,
invierno, primavera, y en espigado), n° de inflorescencias, tolerancia a enfermedades,
reespigado, altura en espigado, longitud y anchura de la hoja bandera y hébito de crecimiento.
Los crecimientos medios de las poblaciones fueron superiores a los de las variedades y

resultaron ser menos sensibles a enfermedades.

Un andlisis de componentes principales (ACP) sobre la coleccion total explicé un
81% de la varianza con cuatro componentes. El Factor I se relaciona con todas las variables
de produccion, n° de inflorescencias y altura total (cri, crp, cre, ain y alp). El Factor 2 se
relaciona con las variables de forma de hoja (ahb y lhb). El Factor 3 se relaciona con la fecha
de espigado y tolerancia a enfermedades (fes y enf) y finalmente el Factor 4 se relaciona con
el habito de crecimiento y la alternatividad (icr y alf). Las poblaciones de mayor precocidad
de espigado fueron las mas productivas. Mediante una clasificaciéon ascendente jerarquica
(método de Ward) sobre los componentes principales con valores propios mayores de 1, se

establecieron cinco grupos explicando un 67% de la varianza.

El hecho de que las poblaciones mas precoces de espigado fuesen las mas productivas,
estd de acuerdo con los datos obtenidos por Diaz et al. (1999) en un estudio realizado en el
norte de Espana sobre 13 variedades comerciales, donde las mas precoces resultaron ser algo

mas productivas.

Sin embargo, Paredes et al. (1986) obtuvieron las mayores productividades en
variedades tardias en una evaluacion realizada en el sur de Espafia.

De las tres variedades estudiadas “Maris Kasba” (la mas tardia) fue la de menor
produccion y “Tima” (de espigado intermedio) la de mayor. Dado que la especie no estéd
especificamente mejorada para zonas humedas (Pifieiro y Pérez, 1986), los datos indican que
en tales zonas las variedades citadas pueden tener un comportamiento agronémico diferente
del obtenido en el Sur de Espana, pudiendo resultar adecuado el uso de variedades creadas a

partir de germoplasma autoctono.
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A continuacion, se presentan los valores medios de la caracterizacion realizada

durante dos afios en el Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo sobre las 24

accesiones viables de festuca alta.

Tabla 5. Valores medios de la caracterizacion agromorfolégica de festuca alta, siendo: FES (fecha de

espigado en n° de dias a partir del 1 de enero), CRT (produccién anual por planta en g de materia seca,
ALT (alternatividad, siendo 0 no alternativa y 1 alternativa), AIN (nimero de inflorescencias por planta),
ENF (tolerancia a enfermedades fiingicas, desde 1 baja a 5 alta), RES (respigado, siendo 0 no reespiga y 1

reespiga).

NOMBRE FES CRT ALT AIN ENF RES
POBLACIONES

INSUA 107,76 316,40 1,00 125,69 3,62 0,30
TORREL1 112,14 357,28 1,38 125,79 3,67 0,62
TORRE2 84,56 229,59 1,00 52,28 2,55 0,60
GOIRIZ 70,14 457,84 1,71 116,92 3,62 0,29
MONDONEDO 96,50 447,09 1,59 98,23 4,44 0,50
BARCIA 109,08 314,00 1,13 131,39 3,29 0,33
INESPAL 72,43 316,42 1,36 92,63 3,15 0,70
MERA 121,67 202,61 1,33 105,56 4,00 0,00
CECEBRE 125,21 172,26 1,00 95,86 3,90 0,00
UNQUERA 100,52 261,21 1,67 112,32 3,25 0,50
ORTIGUEIRA 114,00 313,90 1,53 110,80 4,14 0,33
AVILES 108,06 327,76 1,00 121,08 3,63 0,25
BOLTANA 123,79 186,51 1,00 53,80 3,61 0,25
REGUERAL 106,37 447,94 2,23 141,71 3,35 0,46
QUIROS 112,37 137,87 1,00 58,26 2,67 0,50
MANZANAL 104,85 247,09 1,71 87,10 3,33 0,63
PEVIDAL 121,95 273,27 2,09 96,70 3,84 0,25
ANTROMERO 110,49 242,62 1,17 77,21 2,95 0,20
SALINES 115,22 329,14 1,46 111,35 3,74 0,27
CAMPADETORRES 102,11 364,74 1,67 134,10 3,69 0,38
PONFERRADA 95,94 244,51 1,22 65,97 3,02 0,60
PIEDELORO 103,37 448,20 1,00 124,65 2,88 0,13
NAVA 106,22 320,19 1,00 127,45 3,50 0,10
PERAN 108,06 289,17 2,06 87,00 3,54 0,57
Cultivares

Tima 112,66 343,66 1,90 126,01 3,06 0,28
Mariscasba 121,34 22233 1,00 82,04 3,09 0,18
Fawn 88,66 337,31 1,90 109,16 2,79 0,70
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Tabla S (Continuacion). Valores medios de la caracterizacion agromorfologica de festuca alta, siendo:
ALP (altura de las plantas en cm), LHB (longitud de la hoja bandera en cm), AHB (anchura de la hoja
bandera en mm) y HCR (habito de crecimiento, desde 1 postrado a 5 erecto).

NOMBRE ALP LHB AHB HCR
POBLACIONES

INSUA 152,61 17,36 8,17 3,42
TORRE1 156,04 21,49 993 2,87
TORRE2 148,52 20,82 7,94 4,00
GOIRIZ 133,85 16,82 733 2,62
MONDONEDO 156,11 2495 11,34 3,57
BARCIA 142,58 17,80 17,36 3,50
INESPAL 117,22 16,12 6,81 2,15
MERA 104,99 16,09 5,97 3,36
CECEBRE 103,00 14,29 8,29 3,70
UNQUERA 127,56 23,77 9,46 2,50
ORTIGUEIRA 130,30 19,45 7,66 3,76
AVILES 157,38 18,17 8,55 2,75
BOLTANA 136,46 18,21 8,77 2,51
REGUERAL 155,47 2324 932 2,85
QUIROS 121,93 15,03 6,31 2,84
MANZANAL 119,79 20,95 9,52 2,94
PEVIDAL 13598 17,08 6,94 3,31
ANTROMERO 143,02 21,55 9,17 3,03
SALINES 126,42 22,07 8,84 1,98
CAMPADETORRES 146,28 2346 948 2,22
PONFERRADA 13496 19,81 9,36 3,55
PIEDELORO 159,78 19,44 7,68 2,94
NAVA 151,98 16,05 743 3,35
PERAN 130,33 22,62 8,68 2,79
Cultivares

Tima 153,98 20,43 8,02 3,86
Mariscasba 151,64 17,86 8,02 3,86
Fawn 148,58 18,10 8,66 4,08

3.2.2. Festucas finas, poas y hongos endofitos

Se caracterizaron 33 accesiones (veintisiete de Festuca y seis de Poa) recogidas en la
Cordillera Cantédbrica (Oliveira et al., 2001) junto con cuatro cultivares testigos (Festuca
ovina “Ridu”, Festuca rubra subsp. rubra “Commodore”, Festuca rubra subsp. commutata
“Vilma” y Poa pratensis “Compac”). La caracterizacion se realizo desde el ano 2001 al 2003
en el Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo (A Corufia) mediante 14 caracteres
agromorfoldgicos evaluados en un campo de plantas aisladas con 30 plantas por accesion. Se
determin6 también la presencia del hongo endofito Epichloé en una muestra de 100 semillas

por accesion.
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Figura 21. Distribucion geografica de las 33 accesiones de festucas finas (cuadros blancos) y poas

(cuadros negros).

De las 27 festucas finas examinadas, resultaron infectadas, en mayor o menor
proporcion, 17 de ellas representando un 63% del total. En el caso de la Festuca grupo rubra,
todas las poblaciones resultaron infectadas. La frecuencia media de infeccion para la Festuca
grupo rubra, fue de un 35,9% (d.t. =19,4). El nivel de infeccion vari6 del 2% en el caso de la

poblacion procedente de La Una (Ledn), al 64% de Acebedo (Leon).

Figura 22. Plantas de festucas finas.

De las 12 poblaciones de Festuca grupo ovina estudiadas, resultaron infectadas un 58%
con una frecuencia media de 15,8% (d.t. = 22,3). El nivel de infeccion varid del 0% para
cuatro de las poblaciones (tres de ellas en Asturias y una en Santander) al 64% en la

poblacion perteneciente a Villanueva de los Oscos en Asturias).
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Figura 23. Micelio del hongo endofito (Epichloé) entre los granos de aleurona de una semilla.

En el caso de Festuca vasconcensis, el porcentaje de infeccion con el hongo endofito
fue de un 40% para las 5 poblaciones estudiadas. Su frecuencia media fue de un 23,9% (d.t. =
30,4), variando el nivel de infeccion de 0% en tres de las poblaciones (en Asturias) al 73%

para la poblacion del Faro de Ribadeo (Lugo).

La tUnica Festuca hystrix analizada, no presentd presencia de infecciéon con el hongo
endofito mientras que la Festuca paniculata examinada, si resultd infectada con el hongo

endofito con un nivel de infeccion del 6,7%.
De las 6 poas examinadas, solo una Poa pratensis (17% de las poas), resulto infectada.

En el caso de Poa alpina, no hubo ninguna de las tres poblaciones que resultara

infectada, siendo su nivel de infeccion del 0%.

En las 2 poblaciones de Poa pratensis analizadas, la mitad de ellas, es decir una, tiene
presente el hongo, con una frecuencia media de 6,3% (d.t. = 6,3). El nivel de infeccion varid
entre el 0% para la poblacion procedente de San Félix de Arce, y el 12,5% para la poblacion
procedente de Carande. En el caso de la Uinica poblacion de Poa nemoralis no se detectd la

presencia del hongo endofito.

Estos resultados sugieren que la asociacion entre hongos endofitos Epichloé, Festuca
grupo rubra y Festuca grupo ovina es habitual y ocurre a frecuencias bajas a moderadas (0%

a 50%) en los prados de la Cordillera Cantabrica.

El analisis de varianza y tests no paramétricos de los datos mostraron diferencias

significativas (P < 0,05) entre las accesiones, salvo para la variable “color de las hojas”. Las
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accesiones presentaron un comportamiento agrondmico similar al de los cultivares testigos.
En la tabla siguiente aparecen las contribuciones (porcentajes de varianza), de cada variable
inicial, en cada eje del andlisis factorial de correspondencias, de modo que cuanto maés alto
sea el valor de dicho porcentaje, mas alta serd la importancia de dicha variable en el eje
correspondiente. Las variables LHB, ALP, CRV, CRP y LOINF representan ellas solas el
(13,6 + 13,5 + 12,1 + 11,6 + 11,5) 62% de la varianza del primer eje, mientras que las

variables AHB y ENFOT explican el 35,5% de la varianza del segundo eje.

Tabla 6. Medias y rangos de variacion de las poblaciones caracterizadas en el CIAM en los afios 2001,
2002 y 2003 para las variables: fecha de espigado (FES, en dias a partir del 1 de enero), longitud de hoja
bandera (LHB, en cm), anchura de hoja bandera (AHB, en mm), altura en floracion (ALP, en cm),
longitud de inflorescencia (LOINF, en mm) , rizomas (RI, 1 ausencia, 2 presencia), crecimiento otofio
(CRO, 1 poco a 5 mucho) crecimiento verano (CRV, 1 poco a 5 mucho), habito de crecimiento (HAB, 1
erecto a 5 postrado), enfermedades de hoja en otoio (ENFOT, 1 sensible a 5 tolerante), anchura de hoja
(AH, 1 estrecho a 5 ancho), color de hojas (CLOT, 1 verde claro a 5 verde oscuro), crecimiento primavera
(CRP, 1 poco a 5 mucho), enfermedades de hoja en primavera (ENFPRI, 1 sensible a S tolerante) y
porcentaje de infeccion con hongos endofitos (ENDO en %).

Variables Accesiones Testigos
Medias (Rango de Medias (Rango de
variacion) variacion)
FES 103,6 (89,9-125,4) 101,6 (97,6-105,6)
LHB 10,3 (4,8-15,2) 9,9 (6,5-12,4)
AHB 2,3 (1,0-3,9) 2,6 (2,1-3,8)
ALP 68,3 (39,1-98,2) 68,5 (43,3-80,0)
LOINF 12,9 (7,1-19,9) 13,0 (9,8-14,8)
RI 1,2 (1,0-2,0) 1,2 (1,0-2,0)
CRO 3,1(2,1-4,0) 2,9 (2,5-3,2)
CRV 3,1 (2,3-4,0) 3,2 (2,5-3,6)
HAB 2,9 (1,6-3,9) 2,6 (1,9-3,1)
ENFOT 3,4 (1,7-4,4) 2,6 (1,9-3,1)
AH 2,7 (1,7-4,2) 2,7 (2,1-3,3)
CLOT 3,6 (2,8-4,6) 3,5(3,34,1)
CRP 3,2 (2,2-3,9) 3,3(3,2-3,4)
ENFPRI 3,1 (1,8-3,7) 2,9 (1,8-3,2)
ENDO 18,6 (0,0-73,0) 0,0 (0,0-0,0)
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Tabla 6 (Continuacion). Cuadrados medios del analisis de varianza en las poblaciones caracterizadas en
el CIAM en los afios 2001, 2002 y 2003 para las variables cuantitativas: fecha de espigado (FES, en dias a
partir del 1 de enero), longitud de hoja bandera (LHB, en cm), anchura de hoja bandera (AHB, en mm),
altura en floracion (ALP, en cm) y longitud de inflorescencia (LOINF, en mm), y tests no paramétricos de
la U de Mann-Whitney para la variable rizomas (RI, 1 ausencia, 2 presencia) y de Kruskal-Wallis para
las variables: crecimiento otofio (CRO, 1 poco a 5 mucho) crecimiento verano (CRYV, 1 poco a 5 mucho),
habito de crecimiento (HAB, 1 erecto a 5 postrado), enfermedades de hoja en otofio (ENFOT, 1 sensible a
5 tolerante), anchura de hoja (AH, 1 estrecho a 5 ancho), color de hojas (CLOT, 1 verde claro a S verde
oscuro), crecimiento primavera (CRP, 1 poco a 5 mucho) y enfermedades de hoja en primavera

(ENFPRI, 1 sensible a S tolerante) y porcentaje de infeccion con hongos endofitos (ENDO en %); ns: no
significativo; ***: significativo al nivel de 0,001.

Variables Cuadrados medios
Accesiones Accesiones * Error
afo
FES 3337,09%** 744,52%%* 283,66
LHB 434,68%** 19,66ns 17,62
AHB 31,51 %** 2,09ns 2,55
ALP 10966,20%** 054,49 %%* 298,25
LOINF 455 87*** 30,16ns 23,18
Tests no
paramétricos
RI 64883,50%**
CRO 31,49%**
CRV 46,71%**
HAB 29,76%**
ENFOT 61,74%**
AH 119,86%**
CLOT 6,69ns
CRP 27,82%%*
ENFPRI 78,48% %%
ENDO - - -

Tabla 7. Contribuciones (%) de las variables a la varianza explicada por los ejes de un analisis factorial

de correspondencias. Las mayores contribuciones aparecen en negrita.

Variables Eje 1 Eje 2 Eje 3 Eje 4 Eje 5
RI 0,4 0,2 11,6 11,8 0,0
CRO 10,7 2,8 15,8 16,8 1,5
CRV 12,1 7,5 8,4 10,2 6,2
HAB 0,7 5,1 1,1 4,5 12,2
ENFOT 23 16,8 0,2 1,8 12,2
AH 6,5 7,1 6,6 5,0 32
CRP 11,6 0,6 19,5 9,9 3,9
ENFPRI 4,2 4,1 5,6 3,2 19,7
FES 0,8 8,8 10,1 13,9 0,5
LHB 13,6 7,4 2,1 4,5 13,5
AHB 7,8 18,7 3,7 1,9 0,2
ALP 13,5 12,0 0,6 4,5 0,3
LOINF 11,5 8,8 6,2 4,5 3.2
ENDO 4,5 0,1 8,4 7,2 23,5
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Figura 24. Plano factorial 1-2 (56% de la varianza total). Proyeccion de las 33 accesiones de Festucas y
Poas junto con las var. comerciales “Ridu” de Festuca ovina, “Commodore” de Festuca rubra subsp.
rubra, “Vilma” de Festuca rubra subsp. commutata y “Compac” de Poa pratensis y las 41 modalidades de
las 14 variables estudiadas: fecha de espigado (FES), longitud de hoja bandera (LHB), anchura de hoja
bandera (AHB), altura en floracién (ALP), longitud de inflorescencia (LOINF), rizomas (RI), crecimiento
otofo (CRO), crecimiento verano (CRYV), habito de crecimiento (HAB), enfermedades de hoja en otoifio
(ENFOT), anchura de hoja (AH), crecimiento primavera (CRP), enfermedades de hoja en primavera
(ENFPRI) y % de infeccién con hongos endofitos (ENDO).

En el plano factorial 1-2 que es el formado por los dos primeros ejes (los que
suministran mayor cantidad de informacion), se observa en el lado positivo del primer eje,
correspondencias entre: crecimientos de primavera (CRP), verano (CRV) y otofio (CRO),
importante longitud de hojas banderas (LHB), inflorescencias largas y alturas en floracion
elevadas (LONINF) y altura en floracion (ALP), incluyendo la inflorescencia, con la Festuca
grupo rubra n° 13 de Paramios y n° 16 de Santa Eulalia de los Oscos y Festuca grupo ovina

n°® 4 de Villanueva de los Oscos.

En el lado negativo del eje 1, estan presentes algunas accesiones de Festuca grupo

ovina como lan® 26 y lan® 22 y la Poa nemoralis n° 36.
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En el lado positivo del eje 2 aparecen las accesiones que presentan mayor tolerancia a
las enfermedades de otofio (ENFOT), hojas banderas mas estrechas (AHB) como la Festuca

vasconcensis n° 29 y las muestras de Festuca del grupo ovinan® 3 y 25.
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Figura 25. Plano factorial 1-3 (48,7% de la varianza total). Proyeccion de las 33 accesiones de Festucas y
Poas junto con las var. comerciales “Ridu” de Festuca ovina, “Commodore” de Festuca rubra subsp.
rubra, “Vilma” de Festuca rubra subsp. commutata y “Compac” de Poa pratensis y las 41 modalidades de
las 14 variables estudiadas: fecha de espigado (FES), longitud de hoja bandera (LHB), anchura de hoja
bandera (AHB), altura en floraciéon (ALP), longitud de inflorescencia (LOINF), rizomas (RI), crecimiento
otofio (CRO), crecimiento verano (CRYV), habito de crecimiento (HAB), enfermedades de hoja en otoiio
(ENFOT), anchura de hoja (AH), crecimiento primavera (CRP), enfermedades de hoja en primavera
(ENFPRI) y % de infeccion con hongos endofitos (ENDO).

En el lado positivo del eje 1 del plano factorial 1-3, las mayores contribuciones a los
ejes factoriales son de los valores altos de la altura de floracion (ALP), la longitud de la
inflorescencia (LONINF), la longitud de hoja bandera (LHB), y los mayores crecimientos en
primavera, verano, otofio (CRP, CRV y CRO), destacando las accesiones de Festuca grupo

ovina n° 4 de Villanueva de los Oscos y Festuca grupo rubra n° 8 de Tanes (Caso).

En el lado negativo del eje 1, las anteriores variables presentan los valores mas bajos,
junto con el crecimiento de primavera (CRP), verano (CRV) y otofio (CRO), siendo la

mayoria de las accesiones del género Poa.
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En el lado positivo del eje 3, las variables que mas contribuyen son el crecimiento en
primavera (CRP) y en otono (CRO) presentando valores medios, y la presencia de los
rizomas (RI), estando presente la accesion de Festuca grupo ovina n° 7 de Puerto de Tarna

(Leon), n° 5 de Grandas de Salime (Asturias) y Festuca grupo ovina (testigo “Ridu’) n°® 23.

En el lado negativo del eje, las variables anteriores presentan los valores mas elevados,
siendo en este caso las accesiones de Festuca grupo ovina n° 1 de Niserias (Asturias), n° 24
de Merodio (Asturias) y Festuca vasconcensis n° 19 playa de Penarronda (Asturias) las mejor

representadas.

4. Gestion de recursos fitogenéticos

4.1. Creacion de colecciones nucleares

Considerando el gran nimero de poblaciones naturales espafiolas del genero Lolium
recogidas en el curso de estos afios (117) y de la pequena cantidad de semilla disponible, nos
ha parecido necesario definir métodos de muestreo dentro de las poblaciones con el fin de
constituir una coleccioén de referencia o “core collection” representativa del conjunto de la

diversidad de las poblaciones del genero Lolium en Espaiia.
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Figura 26. Distribucion de los puntos de muestreo de las accesiones de raigras inglés e italiano (74
y 43 respectivamente). Los circulos corresponden al raigras inglés y los tridngulos al raigras italiano.

Durante dos afos se evaluaron un total de 74 accesiones de raigras inglés y 43 de

Lolium multiflorum pertenecientes a la colecciéon de gramineas pratenses conservada en el
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CIAM. El estudio se inici6 en 1998 en el CIAM de A Coruiia, situado en Mabegondo (43°
15’ N, 8° 18’ O) a 100 m de altitud. Las semillas utilizadas fueron sometidas a un tratamiento
de calor (Nott y Latch, 1993) para eliminar el hongo endofito y evitar sus posibles
interacciones con las accesiones en la evaluacion agronémica. Las variables significativas en
el andlisis de varianza se utilizaron en una clasificacion ascendente jerarquica mediante el
método de Ward. Como tamafio de la coleccion nticleo se fijo el 12% de la coleccion base
para raigras inglés y el 16% para raigras italiano, en exceso del 10% propuesto como minimo
por Brown (1989). Por tanto, se estableci6 el nimero de grupos de la clasificacion jerarquica
en 9 en el caso de raigrés inglés y en 7 en el caso del raigras italiano. Se compararon diversas

estrategias para crear dichas colecciones nucleares.

Estos métodos incluyeron muestreos estratificados y aleatorios basados en la
clasificacion jerarquica, en el indice de diversidad de Shannon y en la maxima contribucion a
la varianza en un anélisis de componentes principales. Ninguna de las colecciones nucleares
creadas mostrd diferencias en las medias y en las varianzas mediante la prueba de Wilcoxon.
Las colecciones nucleares seleccionadas en la estrategia de mayor contribucion a la varianza
fueron las que presentaron un mayor porcentaje de retencion de los rangos de variacion, por
lo que se consideran la mas adecuadas para el mantenimiento de la diversidad de las

colecciones base.

Figura 27. Distribucion de las accesiones seleccionadas por el método 6 en la Peninsula Ibérica. Los
circulos corresponden al raigras inglés y los triangulos al raigras italiano
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A continuacion, se presentan los valores medios de la caracterizacion realizada
durante dos afios en el Centro de Investigaciones Agrarias de Mabegondo sobre las

accesiones viables de raigréas inglés e italiano (74 y 43 respectivamente).

Tabla 8a. Valores medios de la caracterizacion agromorfologica de raigras inglés, siendo: FES (fecha de

espigado en n° de dias a partir del 1 de enero), CRT (crecimiento anual en g de materia seca por planta),

ALP (altura de las plantas en cm), RES (respigado, siendo 0 no reespiga y 1 reespiga, ENF (tolerancia a
enfermedades fiingicas, desde 1 baja a 5 alta).

NOMBRE FES CRT ALP RES ENF
POBLACIONES

ROUPAR 146,78 134,16 74,84 0,15 3,30
PIEDRAFITA 136,08 223,15 90,23 0,00 2,36
CEBREROS 131,43 142,87 87,58 0,30 3,24
LAMPAZA 142,49 220,21 81,09 0,16 3,51
SMIGUELDETABAGON 147,83 316,47 82,61 0,84 4,59
SANTAMARIADEOYA 137,22 278,11 89,71 0,50 3,72
LOURO 136,62 162,34 86,38 0,63 3,95
LOBELOS 150,23 181,02 66,37 0,24 2,86
BERDOYAS 151,30 249,55 74,62 0,10 4,14
VALVERDERIOTORTO 132,93 213,17 99,65 0,79 4,18
AIREJE 134,18 208,18 99,37 0,25 2,55
DONCOS 134,86 184,98 84,16 0,25 3,45
NOCEDAL 134,51 142,92 82,43 0,10 3,14
SANFITORIO 141,97 197,47 67,05 0,00 3,20
RUMIN 144,31 222,44 78,55 0,05 3,47
BALBOA 139,12 168,70 83,66 0,16 3,62
ANGERIZ 131,62 182,26 87,29 0,26 3,49
FONTEO 139,46 202,01 81,01 0,24 3,83
PUEBLADETRIVES 138,33 204,38 91,51 0,00 2,82
SANMIGUEL 138,72 135,79 75,47 0,00 3,08
ATREPA 135,99 180,22 83,17 0,00 3,80
CARNOTA 142,73 188,44 76,88 0,32 2,77
CALDASDEREIS 140,52 218,92 90,94 0,61 3,26
SILLEDALP 145,22 245,27 78,04 0,07 3,74
COIROAREGUEIRA 145,18 214,78 70,94 0,16 3,68
BORRAXEIROS 142,44 183,03 80,50 0,39 3,40
CERCEDA 138,47 169,45 93,62 1,00 3,97
LAROLP 139,71 248,97 89,06 0,53 3,29
LALANZADA playa 140,10 150,75 73,95 0,33 3,29
AVILES 112,87 171,07 82,70 0,21 3,06
MARCENADO 116,45 158,48 88,84 0,23 3,06
RIBADUMIA 144,79 295,78 87,71 0,63 4,26
SANANTON 137,64 178,67 87,18 0,60 3,70
LATORRE 141,72 198,29 76,93 0,15 3,26
RIAZOR 140,98 273,58 88,09 0,80 4,15
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Tabla 8a (Continuacion).

NOMBRE FES CRT ALP RES ENF
POBLACIONES
CARINO 147,82 420,76 84,19 0,00 4,09
FERREIRA 134,96 220,98 94,43 0,00 3,96
SOTODEDUENAS 133,10 226,30 95,84 0,47 3,20
VEGADEO 132,96 301,01 105,34 0,41 3,65
SANMARTINDEOSCOS 120,51 193,91 91,53 0,26 3,34
BOAL 118,06 163,30 90,77 0,42 3,25
NAVIA 130,48 223,54 100,28 0,63 2,96
BUSTOLP 126,32 190,11 88,25 0,00 3,54
CUDILLERO 127,41 193,68 81,90 0,00 3,00
SANDICHEGRADO 137,70 221,02 87,28 0,37 4,19
LIANDRES 123,14 199,85 85,08 0,05 3,42
SAMANO 132,13 222,15 85,65 0,05 3,75
IGUELDO 118,23 228,89 89,01 0,00 3,10
PANTINLP 145,50 228,43 73,50 0,45 3,45
TRASPARGA 131,65 232,10 96,08 0,05 2,96
VIVERO 121,58 171,98 91,63 0,35 3,18
VENTORRILLO 137,85 289,91 88,97 0,53 3,88
RONDADENELLE 141,12 273,61 83,97 0,72 3,98
PACIOS 141,67 221,52 90,17 0,05 4,02
OZADELOSRIOS 141,81 221,08 86,68 0,21 3,63
LASVIBORAS 132,63 207,47 74,14 0,00 3,63
ALGAIDA 114,63 142,41 76,64 0,08 3,16
RODICIO 139,30 250,64 89,66 0,22 3,24
PONTEAREAS 144,76 191,27 75,88 0,10 3,60
PONFERRADALP 129,35 122,08 82,49 0,06 3,85
ASTORGA 132,37 109,51 83,33 0,00 3,29
LA BANEZA 146,80 256,41 87,56 0,06 423
BARRIOSDELUNA 132,49 71,93 65,21 0,00 3,27
SALAMON 140,30 226,94 84,08 0,55 3,53
FELECHAS 126,49 91,99 78,53 0,06 2,95
LAMAGDALENA 133,62 159,14 96,04 0,19 2,80
CANABAL 142,11 121,37 80,12 0,00 3,12
TOURON 141,23 195,12 85,91 0,95 3,61
LAJUNQUERAMURCIA 137,99 112,24 65,27 0,00 2,38
SEGOVIA 132,50 154,60 84,53 0,06 3,24
JACA 132,99 197,98 95,63 0,19 3,13
SEODEURGELL 124,94 173,56 89,42 0,16 3,26
ARGELAGUER 140,04 106,14 77,00 0,06 2,93
VITORIA 132,83 96,90 75,85 0,10 2,32
Tabla 8a (Continuacion).
NOMBRE FES CRT ALP RES ENF
Cultivares
Cropper 129,61 147,74 88,01 0,00 3,33
Talbot 147,09 169,09 81,02 0,00 2,59
Vigor 169,40 173,26 65,25 0,00 3,26
Arion 112,31 135,96 80,98 0,00 2,98
Brigantia 140,13 217,84 91,95 0,32 3,40
Ciami 147,64 318,05 83,06 0,78 4,05
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Tabla 8b. Valores medios de la caracterizacion agromorfolégica de raigras inglés, siendo: LHB (longitud
de 1a hoja bandera en cm), AHB (anchura de la hoja bandera en mm), AIN (niimero de inflorescencias
por planta) y HCR (habito de crecimiento, desde 1 postrado a 5 erecto).

NOMBRE LHB AHB AIN HCR
POBLACIONES

ROUPAR 13,07 4,75 140,14 2,33
PIEDRAFITA 13,60 4,77 86,38 3,63
CEBREROS 14,32 5,03 126,84 3,33
LAMPAZA 12,83 4,79 13333 333
SMIGUELDETABAGON 13,84 5,20 155,61 2,72
SANTAMARIADEOYA 15,37 5,13 96,67 2,88
LOURO 15,57 4,53 166,01 2,91
LOBELOS 14,05 4,92 71,39 2,55
BERDOYAS 11,64 4,30 104,78 2,53
VALVERDERIOTORTO 13,56 5,08 124,04 3,58
AIREJE 19,48 6,35 92,85 2,33
DONCOS 13,70 4,66 84,72 2,54
NOCEDAL 14,51 4,57 78,84 3,27
SANFITORIO 12,18 4,62 109,58 2,32
RUMIN 13,49 4,92 98,65 2,78
BALBOA 16,79 4,85 110,00 3,43
ANGERIZ 13,51 4,85 90,25 2,73
FONTEO 10,90 4,13 90,32 2,86
PUEBLADETRIVES 13,43 4,70 90,04 3,18
SANMIGUEL 12,63 4,95 102,28 2,88
ATREPA 11,29 4,19 116,97 3,50
CARNOTA 12,36 4,44 100,22 3,38
CALDASDEREIS 13,42 5,13 115,73 3,53
SILLEDALP 15,40 6,08 89,08 2,50
COIROAREGUEIRA 11,05 4,12 88,83 2,53
BORRAXEIROS 11,75 4,75 123,80 3,06
CERCEDA 16,42 6,41 83,40 3,07
LAROLP 11,67 4,58 125,68 3,29
LALANZADA playa 10,64 4,79 148,61 2,58
AVILES 14,00 5,92 65,92 2,82
MARCENADO 15,31 5,34 69,26 3,64
RIBADUMIA 16,27 5,36 123,00 3,00
SANANTON 12,85 4,80 93,30 2,60
LATORRE 10,76 4,22 126,00 3,50
RIAZOR 14,70 5,08 122,32 238
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Tabla 8b (Continuacion).

NOMBRE LHB AHB AIN HCR
POBLACIONES
CARINO 13,88 6,11 11523 2,57
FERREIRA 14,06 4,81 90,18 3,07
SOTODEDUENAS 15,08 5,61 109,90 3,82
VEGADEO 16,13 567 11523 323
SANMARTINDEOSCOS 18,81 6,58 100,63 2,46
BOAL 16,25 5,48 103,08 3,06
NAVIA 14,38 511 117,90 2,92
BUSTOLP 18,65 6,96 117,64 3,00
CUDILLERO 16,60 5,65 10520 2,58
SANDICHEGRADO 12,94 5,00 115,64 327
LIANDRES 16,57 495 72,63 2,50
SAMANO 14,03 5,10 104,87 2,63
IGUELDO 16,62 5,55 96,95 2,40
PANTINLP 12,09 4,50 110,46 2,56
TRASPARGA 16,13 543 97,97 2,73
VIVERO 15,68 531 115,08 2,81
VENTORRILLO 13,51 492 134,61 3,36
RONDADENELLE 14,27 506 108,30 3,06
PACIOS 14,48 482 98,85 3,14
OZADELOSRIOS 14,49 500 88,89 2,64
LASVIBORAS 14,26 470 84,76 1,86
ALGAIDA 13,07 4,72 83,27 3,33
RODICIO 14,71 5,18 10593 3,15
PONTEAREAS 13,69 5,08 86,94 2,58
PONFERRADALP 12,83 432 8931 3,08
ASTORGA 13,53 4,78 98,19 3,56
LA BANEZA 17,62 548 121,18 393
BARRIOSDELUNA 12,75 4,50 72,74 3,22
SALAMON 13,76 495 123,92 3,78
FELECHAS 15,84 5,62 96,56 2,82
LAMAGDALENA 14,72 552 117,99 3,71
CANABAL 10,05 4,07 9531 3,31
TOURON 14,49 6,26 82,08 3,08
LAJUNQUERAMURCIA 12,81 455 76,48 2,40
SEGOVIA 11,55 444 91,21 2,65
JACA 14,15 493 89,19 2,89
SEODEURGELL 16,34 6,22 96,82 3,78
ARGELAGUER 12,49 4,67 108,70 2,50
VITORIA 15,53 567 118,35 2,90
Tabla 8b (Continuacion).
NOMBRE LHB AHB AIN HCR
Cultivares
Cropper 15,67 5,39 104,71 2,35
Talbot 16,40 547 12990 3,00
Vigor 15,64 540 59,38 2,58
Arion 14,36 509 52,92 2,79
Brigantia 13,48 5,17 121,34 2,80
Ciami 13,16 4,78 154,73 2,88

45



Tabla 9a. Valores medios de la caracterizacion agromorfologica de raigras italiano, siendo: FES (fecha de
espigado en n° de dias a partir del 1 de enero), CRP (crecimiento de primavera en g de materia seca por
planta), CRE (crecimiento en espigado en g de materia seca por planta), CRV (crecimiento en verano en g
de materia seca por planta), CRT (crecimiento anual en g de materia seca por planta).

NOMBRE FES CRP CRE CRV__CRT
POBLACIONES

BUSTOLM 103,85 13,08 41,83 0,00 54091
POLADESIERO 127,98 21,71 72,83 26,54 121,08
LANUEVA 117,75 13,06 69,08 23,37 105,51
UNQUERALM 13590 9,38 76,64 27,28 113,30
COMILLAS 132,42 24,61 110,97 43,39 178,97
SOLARES 133,78 44,81 161,95 55,03 261,79
HERAS 134,03 36,65 137,68 60,69 235,02
LEKEITIO 136,79 14,26 104,46 48,73 16745
IZIAR 129,70 14,84 92,59 25,16 132,59
AYA 132,60 16,77 80,57 24,51 121,85
PANTINLM 132,74 25,68 98,45 36,42 160,55
ORTIGUEIRAILM 133,06 35,44 109,10 41,16 185,70
VIVEIRO 134,84 14,10 71,44 21,15 106,69
ORTIGUEIRA2LM 132,61 27,32 9555 29,27 152,14
CAZALGA 132,49 17,05 81,09 22,12 120,26
CASTRO 134,90 29,65 127,05 33,88 190,58
CORDEIRO 75,29 23,64 27,61 0,00 51,25
PORTAS 81,32 823 22,00 0,00 30,23
REDONDELA 74,63 7,80 18,99 0,00 26,79
MOS 83,54 30,17 42,07 0,00 72,24
CANGAS MORRAZO 81,34 9,81 19,44 0,00 29,25
SANJENJO 79,59 16,95 29,04 0,00 4599
VIMIANZO 88,74 19,41 34,13 0,00 53,54
ORDENES 112,90 17,32 92,03 35,06 144,41
RIAL 120,26 12,77 56,12 19,77 88,66
SANTACOMBALM 12591 28,12 105,25 28,24 161,61
ABEGONDO 97,58 19,09 37,07 0,00 56,16
LUARCA 97,06 1594 36,89 0,00 52,83
MUROSDELNALON 135,13 33,74 110,17 29,79 173,70
PRAVIAIL 95,83 17,14 37,50 0,00 54,64
PRENDES 91,47 12,71 27,16 0,00 39,87
BANUGUES 99,09 30,24 43,17 0,00 73,41
CANDAS 115,27 25,62 91,39 27,03 144,04
PADRONI1 120,59 22,05 119,85 29,42 171,32
FILGUEIRA 78,53 11,82 2396 0,00 35,78
CANICOUVA2 7433 12,46 2196 0,00 34,42
BERDUCIDO 76,87 23,93 31,04 0,00 5497

Tabla 9a (Continuacién).

NOMBRE FES CRP CRE CRV CRT
PRAVIA2 98,88 10,64 3545 0,00 46,09
SILLEDALM 134,39 22,50 85,75 35,14 143,39
SAUZAL 111,65 9,91 3042 0,00 40,33
LAPADILLA 11941 9,39 52,15 0,00 61,54
LAVEGA 117,51 10,19 43,00 0,00 53,19
LOSRODEOS 117,36 14,81 46,10 0,00 60,91
GODOS 136,90 7,11 50,80 5,05 62,96
RIGORTIA 136,16 12,13 83,75 31,99 127,87
Cultivares

Vallico Portugal 120,98 13,83 64,13 20,13 98,09
Vitesse 135,41 28,47 10520 32,01 165,68
Final (Ninak) 132,32 19,98 119,47 33,97 173,42
Exalta 137,40 40,07 127,16 48,65 215,88
Promenade 136,16 30,39 110,75 28,23 169,37
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Tabla 9b. Valores medios de la caracterizaciéon agromorfolégica de raigras italiano, siendo: AHB
(anchura de la hoja bandera en mm), LHB (longitud de la hoja bandera en cm), AIN (nimero de

inflorescencias por planta), ALP (altura de las plantas en cm), ENF (tolerancia a enfermedades fiingicas,

desde 1 baja a 5 alta), y HCR (habito de crecimiento, desde 1 postrado a 5 erecto).

NOMBRE AHB LHB AIN ALP ENF HCR
POBLACIONES
BUSTOLM 7,58 14,90 71,65 58,89 3,07 3,08
POLADESIERO 7,95 19,06 77,83 102,29 2,78 3,22
LANUEVA 7,28 16,31 82,57 90,98 3,45 3,33
UNQUERALM 8,18 19,44 73,20 109,99 3,87 3,23
COMILLAS 8,07 20,12 96,03 112,64 3,75 294
SOLARES 8,57 23,22 12822 106,42 3,65 2,92
HERAS 8,58 22,04 83,33 11491 3,78 3,74
LEKEITIO 7,58 20,21 84,04 101,39 3,62 3,15
1ZIAR 6,90 17,08 81,75 92,10 3,81 2,61
AYA 7,61 21,51 66,77 102,64 3,40 3,58
PANTINLM 8,06 18,90 86,86 103,72 3,19 2,69
ORTIGUEIRAILM 8,29 20,23 105,61 115,81 3,32 2,99
VIVEIRO 7,63 19,72 67,66 90,20 3,19 245
ORTIGUEIRA2LM 7,81 18,48 91,08 105,61 3,85 2,81
CAZALGA 7,26 17,53 75,07 9529 3,67 2,58
CASTRO 11,20 28,08 71,72 120,80 3,78 3,92
CORDEIRO 6,86 12,14 56,59 53,07 3,03 293
PORTAS 6,82 13,27 4885 51,67 2,95 3,13
REDONDELA 7,02 11,81 37,64 5538 2,79 3,58
MOS 8,61 1491 64,77 69,43 294 3,17
CANGAS MORRAZO 7,08 11,78 57,97 55,76 3,40 3,06
SANJENJO 7,82 12,97 57,26 57,12 3,19 297
VIMIANZO 790 14,41 6597 57,34 322 276
ORDENES 8,36 18,06 80,79 82,72 340 3,18
RIAL 749 16,35 5446 10520 2,93 3,01
SANTACOMBALM 8,16 19,31 66,25 111,48 3,68 3,30
ABEGONDO 6,81 13,05 6894 61,60 3,00 3,14
LUARCA 8,59 15,52 70,93 5829 3,16 2,80
MUROSDELNALON 12,30 26,99 65,82 119,44 283 4,18
PRAVIAI 7,68 14,71 74,79 54,78 3,66 2,66
PRENDES 8,27 17,29 65,61 5322 439 3,10
BANUGUES 9,28 18,70 84,66 74,57 343 3,21
CANDAS 7,13 15,07 75,17 99,97 3,38 3,78
PADRONI1 8,33 20,46 7446 11428 3,50 3,56
FILGUEIRA 7,24 12,07 50,15 58,40 3,19 3,30
CANICOUVA2 6,50 10,02 50,74 54,35 297 3,02
BERDUCIDO 8,38 13,40 63,19 56,73 2,53 2,57
Tabla 9b (Continuacion).
NOMBRE AHB LHB AIN ALP ENF HCR
PRAVIA2 8,39 16,49 69,31 72,24 3,54 295
SILLEDALM 8,80 19,68 85,25 100,04 3,50 2,58
SAUZAL 8,03 14,39 47,71 77,30 2,11 191
LAPADILLA 7,27 14,66 54,73 76,00 2,59 2,30
LAVEGA 7,77 14,80 62,80 84,87 2,20 2,08
LOSRODEOS 7,54 14,31 73,80 77,68 2,66 2,76
GODOS 5,72 14,02 72,02 64,78 3,79 1,81
RIGORTIA 8,68 21,52 76,59 100,31 3,58 2,78
Cultivares
Vallico Portugal 8,81 18,75 74,23 101,02 2,97 3,35
Vitesse 8,40 24,03 80,33 105,45 3,03 3,06
Final (Ninak) 10,10 25,27 72,36 108,11 3,19 391
Exalta 8,41 2441 90,04 108,23 3,18 3,07
Promenade 10,96 28,31 55,54 117,11 291 445
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4.2. Multiplicacion de gramineas pratenses

4.2.1. Introduccion

La multiplicacién es uno de los procesos mas delicados en el mantenimiento de las
muestras en los bancos de germoplasma, ya que se puede producir pérdida de diversidad
(Breese y Tyler, 1981). En especies alogamas anemofilas y autoincompatibles (Fearon et al.,
1983) como es el caso del raigrés italiano, la necesidad de aislamiento restringe el nimero de

muestras que pueden ser multiplicadas en una misma superficie (Guy et al., 1989).

Dentro de cada poblacion, hay a menudo grandes diferencias en el rendimiento en
semilla por planta, por lo que se suele recomendar recoger igual cantidad de semilla de cada
planta para tratar de evitar cambios genéticos y posibles pérdidas de alelos adaptativos
(Breese y Tyler, 1981). Este método requiere unas necesidades grandes de mano de obra y
debido a las limitaciones en recursos no siempre es el mas utilizado. En general, la semilla se
recoge en conjunto en 90-100 plantas por poblacion. De esta manera, tras la multiplicacion, la

cantidad de semilla disponible por poblacion varia de 100 a 800 gramos.

Figura 28. Campos de multiplicacion de gramineas pratenses. Ensacado de plantas para evitar la
diseminacion de la semilla.

La multiplicacion se realiza en el CIAM (43° 15' N, 8° 18' O) cerca de la costa, en A
Corufia (100 m elevacion) en un suelo franco arenoso. Los campos de multiplicacion se

separan entre si como minimo 20 m y se rodean de un cereal de cana alta (mayor de 1,40 m
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de altura) como suele ser el trigo gallego o el centeno. La franja de cereal alrededor de cada
parcela suele ser de 20 m. Se utilizan bolsas de un tejido de muselina para evitar la dispersion
natural de las semillas de las plantas en los campos de multiplicacion. De la semilla obtenida,
alrededor de 3.000 semillas se envian al Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos del INIA

en Alcala de Henares.

Hasta ahora se han multiplicado por este sistema 157 muestras, siendo 60 del género

Dactylis y 97 de los géneros Lolium y Festuca.

4.2.2. Un ciclo de multiplicacion en raigras italiano anual

En el caso de especies alogamas con polinizacion anemoéfila no hay mucha
informacion sobre el modo en que se ven afectadas las frecuencias alélicas y los caracteres
agromorfoldgicos de las poblaciones por el modo de multiplicacion realizado en los bancos
de germoplasma. Balfourier et al. (1994) en poblaciones naturales de raigras inglés (Lolium
perenne L.) estudiaron como afectaba el método de creacion de poblaciones experimentales
en la conservacion de las frecuencias alélicas y genotipicas utilizando isoenzimas. Johnson
(1998) estudid la estructura genética de poblaciones de raigras italiano multiplicadas de
diferentes maneras mediante la técnica de la electroforesis de isoenzimas, pero no realizd un

estudio agrondémico.

Con el fin de evaluar posibles cambios en la diversidad genética mediante marcadores
isoenzimaticos y agromorfologicos en un primer ciclo de multiplicacién con recogida en
conjunto de las semillas, en variedades locales de raigrés italiano anual, se escogieron cinco
variedades locales pertenecientes a dos clases agrondmicas creadas mediante la aplicacion de
métodos multivariables a una caracterizacion agromorfologica realizada por Oliveira et al.
(1997b). Cada una de estas poblaciones se recogi6 en forma de semilla multiplicada por los

agricultores en sus campos de cultivo.

Las poblaciones Luarca, Pravia y Prendes pertenecen a la clase agronémica 1, con una
fecha de espigado intermedia (finales de marzo a primeros de abril). Las poblaciones Ordenes
y Padron pertenecen a la clase agrondmica 2, con una fecha de espigado tardio (segunda

quincena de abril).
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Las cinco poblaciones originales se multiplicaron individualmente utilizando en total

90-100 plantas por poblacion.

Debido a que el raigrés italiano es una especie aldgama y con polinizaciéon anemofila,
las parcelas de multiplicacion se aislaron mediante un cultivo de trigo autoctono gallego de
cafa alta, separandolas 20 metros de cualquier fuente de polen contaminante (otra parcela de
multiplicacion, cultivo, poblacion natural, etc.). La semilla se recogié en conjunto en todas
las plantas de cada poblacion, no realizando una mezcla equilibrada de la semilla de cada

planta.

Figura 29 Trilladora de espigas.

Figura 30. Columna densimétrica.
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Disefo experimental

El ensayo de campo se realizd6 en el Centro de Investigaciones Agrarias de
Mabegondo (43° 15’ N, 8° 18’ O) en A Coruiia, a 100 m de altitud y cercano a la costa. Con
el fin de estimar una eventual deriva genética ligada a la fase de multiplicacion de las
poblaciones originales, se implantaron 5 repeticiones o bloques de 10 plantas por poblacion
original y se compararon al mismo nimero de plantas obtenidas por multiplicacion de las
poblaciones originales. De esta manera, se instalaron 10 plantas x 5 repeticiones x 10
poblaciones (5 originales + 5 multiplicadas) = 500 plantas en un campo de plantas aisladas,

bajo la forma de un disefio en bloques completos al azar.

Figura 31. Plantas aisladas de raigras italiano anual.

Las plantas individuales se trasplantaron a una distancia de 0,5 m entre lineas y 0,5 m

entre plantas. Como abonado de fondo se aplicaron 1000 kg/ha del abono 8-15-15.

Los caracteres observados durante dos afios (2000 y 2001) fueron los siguientes: fes,
fecha de espigado en n° de dias a partir del 1 de enero; crt, crecimiento anual en g de materia
seca/planta obtenido al sumar la produccion de materia seca de los cortes dados durante el
afo; alp, altura de la planta medida en cm desde la base de la planta hasta el extremo de la
ultima espiga; ain, abundancia de inflorescencias en n° de espigas/planta después de tres
semanas del inicio del espigado; ahb, anchura de la hoja bandera en mm en espigado; lhb,

longitud de la hoja bandera en cm desde la ligula hasta el apice en espigado.
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Analisis estadisticos

El efecto multiplicacion se evalué mediante un andlisis de varianza a un factor (factor
multiplicacion con dos modalidades: sin multiplicacion y con multiplicacion) aplicado de

manera independiente a los datos de cada afio.

El modelo de analisis de varianza usado para los datos obtenidos en las plantas

aisladas fue el siguiente:

Xijke =+ bi + Mj + (bxM)jj + Eiji

Donde: Xijk es el valor fenotipico, p es la media general, b; es el efecto bloque, M; es el efecto

multiplicacion, (bxM)j es la interaccion bloquexMultiplicacion y Ejjk es el error.

El efecto bloque se considerd aleatorio. Se evalud la significacion del factor
multiplicacion respecto a la interaccion bloquexMultiplicacion. Todos los analisis estadisticos

se realizaron con el paquete estadistico SPSS 11.5 (SPSS, 2002).

Isoenzimas

En las 10 poblaciones (cinco poblaciones originales y cinco multiplicadas) se
estudiaron entre 78 y 153 plantas por poblacion mediante la técnica de electroforesis de
isoenzimas en gel de almidon segiin Hayward y McAdam (1977), Ostergaard et al. (1985), y
Greneche ef al. (1991). Las isoenzimas son marcadores bioquimicos que identifican las
variaciones en proteinas. Se utilizé un tampodn histidina/citrato lo que permitié estudiar cinco
sistemas enzimaticos, dando cinco loci: acido fosfatasa (ACP, E.C. 3.1.3.2), peroxidasa
(PRX, E.C. 1.11.1.7), fosfogluco-isomerasa (PGI, E.C. 5.3.1.9.), fosfogluco-mutasa (PGM,
E.C. 2.7.5.1.) y shikimato deshidrogenasa (SDH, E.C. 1.1.1.25). Los geles se evaluaron

99 <¢

etiquetando los alelos en un determinado locus como “a”, “b”, “c”, etc., siendo “a” el alelo

[P o 1)
a

mas rapido. Cuando se observd un nuevo alelo, se denominé si migra mas que el “a” o

“c*” si migra menos que el “c” y mas que el “d”
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Se utiliz6 la descendencia de una planta de Lolium temulentum, como patrén en el
estudio electroforético. Lolium temulentum es una especie diploide, autégama vy
autocompatible, siendo homocigota para los loci estudiados.

Las frecuencias alélicas, heterocigosidades observadas y esperadas, nimero medio de
alelos por locus y porcentaje de loci polimorficos se determinaron mediante el programa

BIOSYS 1 (Swofford y Sealander, 1981).

Para cada poblacion y cada locus, se calculd el test %> (Snedecor y Cochran, 1967)
para comparar las proporciones alélicas de las poblaciones originales con las de las
poblaciones multiplicadas. Para un alelo y locus dado, la proporcion esperada fue el tamafio
de la muestra de la poblacion multiplicada (n°® de individuos analizados) por la frecuencia
alélica de la poblacion original, y la proporcidon observada fue el tamafo de la muestra de la
poblacion multiplicada por la frecuencia alélica de la poblaciéon multiplicada. La diferencia
entre la proporcion observada y la esperada se elevo al cuadrado, se dividio por la proporcion
esperada y se sumo para todos los alelos de un locus, obteniendo asi el valor del 2,
considerando como grados de libertad el n° de clases menos uno. Ademas, se calculd una
prueba y? para evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada uno de los loci

polimorficos (Hartl y Clark, 1989).

En ninguna de las 12 variables estudiadas dicho efecto resulto significativo al nivel
del 5%. Por lo tanto, ninguna de las variables se vio afectada de manera sistematica por el

efecto de la multiplicacion.
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Tabla 10. Cuadrados medios del analisis de varianza para las variables agromorfologicas; FV: fuente de

variacion; GL: grados de libertad; fes: fecha de espigado en n° de dias a partir del 1 de enero; crt:
crecimiento anual en g de materia seca/planta; alp: altura de la planta en cm; ain: abundancia de

inflorescencias en n° de espigas/planta después de tres semanas del inicio del espigado; ahb: anchura de
hoja bandera en mm de la maxima anchura; lhb: longitud de hoja bandera en cm desde la ligula hasta el

apice. ¥, **, ***; significativo al nivel 5, 1 y 0,1% respectivamente.

Aiio 2000

FV bloque Multiplicacion bloquexMultiplicacion Error
GL 4 1 4 399

fes 335,39* 294,39 49,23 211,60
crt 3266,77 113,49 1143,73 1330,17
alp 1577,69 4868,88 805,32 543,26
ain 1120,74 2085,86 2616,51 2012,11
ahb 51,54 51,07 54,62%** 10,43
lhb 152,28 124,09 30,81 39,74
Aiio 2001

FV bloque Multiplicaciéon bloquexMultiplicacion Error
GL 4 1 4 446

fes 158,70 413,47 18,79 221,89
crt 5674,28 4914,79 14941,56 7129,79
alp 573,28 52,77 464,43 371,78
ain 2774,66 13560,05 5271,80 2538,81
ahb 2,40 2,92 3,83 2,35
lhb 62,41 22,89 25,15 18,90
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Tabla 11. Valores medios de las variables agromorfolégicas medidas en el ensayo de campo en el afio
2000: fes: fecha de espigado en n° de dias a partir del 1 de enero; crt: crecimiento anual en g de materia
seca/planta; alp: altura de la planta en cm; ain: abundancia de inflorescencias en n° de espigas/planta
después de tres semanas del inicio del espigado; ahb: anchura de hoja bandera en mm de la maxima
anchura; lhb: longitud de hoja bandera en cm desde la ligula hasta el apice. Errores estindar entre

paréntesis.
Aiio 2000
fes crt alp ain ahb  1hb
Originales
Luarca 101,2 30,2 64,7 77,9 8,0 14,1
(1,53) (10,44) (2,38) (7,54) (0,26) (0,78)
Pravia 99,8 32,5 62,2 79,1 7,2 13,4
(1,48) (10,11) (2,30) (7,30) (0,25) (0,76)
Prendes 101,9 254 61,4 76,7 1,7 15,8
(1,57) (10,76) (2,4) (7,77) (0,27) (0,81)
Ordenes 124,7 78,9 104,0 97,7 88 20,8
(1,38) (9,44) (2,1) (6,82) (0,24) (0,71)
Padron 128,4 79,7 106,7 112,7 89 21,7
(1,26) (8,59) (1,96) (6,20) (0,21) (0,64)
Media 113,1 53,0 83,0 91,2 82 17,7
(1,08) (2,700 (1,73) (3,33) (0,24) (0,47
Multiplicadas
Luarca 1034 25,2 74,5 46,9 7,8 13,1
(1,34) (9,21) (2,10) (6,65) (0,35) (0,73)
Pravia 109,1 35,9 743 80,3 7,2 13,9
(1,30) (8,88) (2,03) (6,41) (0,33) (0,70)
Prendes 103,3 333 82,2 651 17 14,2
(1,28) (8,79) (2,00) (6,34) (0,33) (0,70)
Ordenes 131,6 92,5 109,5 1272 13,3 222
(1,26) (8,60) (1,96) (6,20) (0,32) (0,68)
Padron 123,8 65,8 104,8 1059 8,2 18,7
(1,22) (8,33) (1,90) (6,01) (0,31) (0,66)
Media 1149 51,9 89,9 86,7 89 16,6

(0,97) (2,42) (1,55 (2,98) (6,21) (0,42)
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Tabla 11 (Continuacion). Valores medios de las variables agromorfolégicas medidas en el ensayo de
campo en el afio 2001: fes: fecha de espigado en n° de dias a partir del 1 de enero; crt: crecimiento anual
en g de materia seca/planta; alp: altura de la planta en cm; ain: abundancia de inflorescencias en n° de
espigas/planta después de tres semanas del inicio del espigado; ahb: anchura de hoja bandera en mm de
la maxima anchura; lhb: longitud de hoja bandera en cm desde la ligula hasta el apice. Errores estindar
entre paréntesis.

Afio 2001
fes crt alp ain ahb  lhb
Originales
Luarca 100,96 24,5 67,2 588 85 13,9
(1,28) (8,33) (1,84) (5,73) (0,21) (0,62)
Pravia 103,9 35,7 729 869 75 14,2
(1,31) (8,51) (1,87) (5,85 (0,21) (0,64)
Prendes 100,1 29,6 70,5 60,2 8,4 14,7
(1,31) (8,51) (1,87) (5.85) (0,21) (0,64)
Ordenes 1234 951 97,5 979 89 18,0
(1,45) (9,84) (2,17) (6,77) (0,25) (0,74)
Padrén 128,30 75,9 993 1034 84 16,9
(1,24) (8,42) (1,86) (5,79) (0,21) (0,63)
Media 110,8 494 80,5 803 83 15,4
(0,98) (5,55) (1,27) (3,32) (0,10) (0,29)
Multiplicadas
Luarca 103,7 25,2 66,6 50,2 7.8 12,8
(1,31) (8,51) (1,94) (6,14) (0,32) (0,67)
Pravia 104,1 19,0 63,6 41,2 7,0 13,2
(1,45) (9,21) (2,10) (6,65) (0,35) (0,73)
Prendes 103,0 243 683 533 82 13,7
(1,37) (8,79) (2,03) (6,34) (0,33) (0,70)
Ordenes 121,5 135,8 100,5 91,9 9,6 19,3
(1,35) (8,79) (2,00) (6,34) (0,33) (0,70)
Padrén 129,7 73,0 97,9 106,1 7.9 15,5
(1,32) (8,60) (1,96 (6,20) (0,32) (0,68)
Media 112,7 559 799 693 8,1 14,9

(0,99) (5,63) (1,29) (3,36) (0,10) (0,29)

Analisis isoenzimatico

Cada uno de los cinco sistemas enzimaticos reveld un locus polimorfico: PGI-2,

PGM-1, ACP-1, PRX-1 y SDH-1.

El patron Lolium temulentum resulté monomorfico y homocigdético con los siguientes

alelos fijados: PGI-2a, PGM-1a, ACP-1d, PRX-1d y SDH-1b.

Las frecuencias alélicas de las poblaciones multiplicadas difirieron significativamente
de las frecuencias de las poblaciones originales en cuatro de 15 loci polimoérficos en las
poblaciones de la clase agromorfolégica 1 y en cuatro de 10 loci polimérficos en las
poblaciones de la clase agromorfoldgica 2. Se produjo también la pérdida de los siguientes

alelos raros (frecuencia < 0,05), segun la clasificacion de Brown (1978): el alelo “a” del locus

56



PGI-2 de la poblacion Padron, el alelo “c*” del locus PGI-2 presente en la poblacion Pravia y
el alelo “d” del locus SDH-1 presente en la poblacion Luarca y que desaparecio al

multiplicarla.

Tabla 12. Frecuencias alélicas en cinco loci, para las poblaciones de la clase agromorfolégica 1 (Luarca,
Pravia, Prendes) y las mismas poblaciones multiplicadas (Luarcam, Praviam y Prendesm). El valor x>
compara la proporcion de alelos en las poblaciones originales con los de las poblaciones multiplicadas. *,
w*, k%% significativo al nivel 5, 1y 0,1% respectivamente.

Poblaciones
Luarca Luarcam Pravia Praviam Prendes Prendesm
Locus Alelo N N N N N N
PGI-2 98 135 111 106 103 109
A 0,000 0,000 0,005 0,005 0,000 0,000
B 0,041 0,026 0,068 0,057 0,024 0,032
C 0,098 0,085 0,072 0,094 0,068 0,087
D 0,827 0,833 0,779 0,802 0,830 0,849
E 0,036 0,056 0,059 0,033 0,078 0,032
A 0,000 0,000 0,009 0,009 0,000 0,000
C* 0,000 0,000 0,009 0,000 0,000 0,000
¥ 7,83 4,44 3,87
PGM-1 99 139 111 105 103 86
A 0,778 0,824 0,752 0,619 0,782 0,756
B 0,222 0,176 0,230 0,333 0,218 0,244
C 0,000 0,000 0,018 0,048 0,000 0,000
1 1,71 12,56** 0,33
ACP-1 99 133 114 106 102 109
A 0,081 0,004 0,039 0,024 0,078 0,060
B 0,667 0,639 0,667 0,627 0,662 0,583
C 0,187 0,293 0,259 0,288 0,230 0,344
D 0,066 0,064 0,035 0,061 0,029 0,014
1 17,89%** 3,25 8,49*
PRX-1 100 102 113 96 100 113
A 0,060 0,034 0,080 0,083 0,100 0,062
B 0,555 0,500 0,345 0,427 0,570 0,434
C 0,385 0,466 0,527 0,484 0,325 0,491
D 0,000 0,000 0,049 0,005 0,005 0,013
1 3,44 6,00 16,34%**
SDH-1 96 109 78 78 96 84
A 0,036 0,060 0,045 0,077 0,083 0,113
B 0,760 0,821 0,821 0,788 0,703 0,673
C 0,193 0,128 0,119 0,128 0,214 0,214
D 0,010 0,000 0,006 0,006 0,000 0,000
1 4,67 1,93 1,02
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Tabla 13. Frecuencias alélicas en cinco loci, para las poblaciones de la clase agromorfoldgica 2 (Ordenes y
Padron) y las mismas poblaciones multiplicadas (Ordenesm y Padrénm). El valor y? compara la
proporcion de alelos en las poblaciones originales con los de las poblaciones multiplicadas. *, **, ***;
significativo al nivel 5, 1 y 0,1% respectivamente.

Poblaciones
Ordenes Ordenesm Padron Padrénm
Locus Alelo N N N N
PGI-2 140 140 142 143
a 0,014 0,061 0,039 0,000
b 0,157 0,186 0,190 0,147
c 0,211 0,179 0,127 0,059
d 0,593 0,543 0,609 0,738
e 0,021 0,021 0,032 0,052
a’ 0,000 0,000 0,004 0,003
c* 0,004 0,011 0,000 0,000
2 25,92%* 12,31
PGM-1 145 153 142 119
a 0,810 0,876 0,796 0,702
b 0,190 0,124 0,204 0,298
2 4,25% 6,48%*
ACP-1 111 136 143 123
a 0,072 0,059 0,101 0,098
b 0,649 0,699 0,692 0,691
c 0,239 0,210 0,196 0,195
d 0,041 0,033 0,010 0,016
2 1,53 0,45
PRX-1 107 148 142 147
a 0,042 0,020 0,035 0,075
b 0,379 0,345 0,356 0,367
c 0,579 0,635 0,609 0,558
2 2,95 7,41%
SDH-1 112 123 110 113
a 0,125 0,150 0,086 0,080
b 0,683 0,683 0,655 0,633
c 0,192 0,167 0,259 0,288
x? 1,02 0,49

El nimero medio de alelos por locus, el porcentaje de loci polimoérficos y las
heterocigosidades medias resultaron muy similares en las diferentes poblaciones. Las
comparaciones entre las heterocigosidades medias por locus, observadas y esperadas
asumiendo la distribucion de Hardy-Weinberg (Nei, 1978) mostraron ligeras diferencias a
favor de las heterocigosidades esperadas (errores estandar entre paréntesis). Por este motivo,

puede haber un ligero déficit de heterocigotos en las poblaciones originales y multiplicadas.
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Tabla 14. Resumen de la variabilidad genética en las poblaciones originales y multiplicadas (los errores
estandar se dan entre paréntesis), Ho: heterocigosidad observada, Hs: heterocigosidad esperada por
Hardy-Weinberg.

Poblaciones Tamafio medio por ~ N° medio de alelos Porcentaje de Heterocigosidad media
locus por locus loci
polimoérficos Ho Hs
Poblaciones
originales
Luarca 98,4 (0,7) 3,4 (0,4) 100 0,355 (0,024) 0,373 (0,046)
Pravia 105.,4 (6,9) 4,4 (0,7) 100 0,381 (0,044) 0,432 (0,050)
Prendes 100,8 (1,3) 3,4(0,4) 100 0,386 (0,031) 0,433 (0,049)
Ordenes 123,0 (8,0) 3,6 (0,7) 100 0,415 (0,060) 0,482 (0,046)
Padrén 135,8 (6,5) 3,6 (0,7) 100 0,329 (0,056) 0,476 (0,041)
Media 112,7 (4,7) 3,7 (0,6) 100 0,359 (0,043) 0,448 (0,046)
Poblaciones
multiplicadas
Luarcam 123,6 (7,5) 3,2(0,4) 100 0,366 (0,042) 0,387 (0,054)
Praviam 98,2 (5,4) 4,2 (0,5) 100 0,398 (0,045) 0,462 (0,047)
Prendesm 100,2 (6,3) 3,4 (0,4) 100 0,376 (0,035) 0,449 (0,056)
Ordenesm 140,0 (5,2) 3,6 (0,7) 100 0,411 (0,077) 0,457 (0,067)
Padronm 129,0 (6,8) 3,4(0,5) 100 0,399 (0,054) 0,478 (0,025)
Media 118,2 (6,2) 3,6 (0,5) 100 0,366 (0,051) 0,447 (0,049)

Segun los tests %2, la mayoria de los loci no estuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg. De los 25 loci polimorficos observados en las poblaciones originales, 12
estuvieron en equilibrio (p > 0,05). En el caso de las poblaciones multiplicadas, 11 estuvieron
en equilibrio (p > 0,05). Debido a que, al no tener equilibrio de Hardy-Weinberg, los
cruzamientos no son en panmixia, se pueden esperar cambios en las frecuencias genotipicas

de una generacion a la siguiente.

Tabla 15. Test % de equilibrio de Hardy-Weinberg en las poblaciones originales, y multiplicadas para
cada uno de los loci. *, **, ***: significativo al nivel 5, 1 y 0,1% respectivamente.

PGI-2 PGM-1  ACP-1 PRX-1 SDH-1

Poblaciones

originales

Luarca 0,72 042 37,78%** 6,72% 2,31
Pravia 1,51 4,90%* 15,58%** 7 99 13,60%**
Prendes 0,98 1,45 2,67 8,66%* 0,18
Ordenes 0,05 13,44%** 18 35%** 135 0,23
Padron 2,19 17,40%%% 62 21%** 2] 72%** 15 @7*%*
Poblaciones

multiplicadas

Luarcam 0,10 0,16 8,10%* 3,58 17,14%**
Praviam 0,36 3533%*%* (0,23 12,60*** 5 80*
Prendesm 0,07 8,10%* 6,37* 13,06%**  14,39%*%*
Ordenesm 2,86 3,85% 34 41%*%* 511% 1,22
Padrénm 0,26 0,49 81,58*** 241 3,85%

Una de las decisiones importantes que hay que tomar cuando se va a multiplicar una
poblacion es la de decidir el nimero de individuos a multiplicar. Lawrence et al. (1995)
recomiendan que al muestrear una poblacion en el campo se mantenga los alelos con

frecuencia de 0,05 y superior. Este tipo de alelos son los que Brown (1978) denomina
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comunes y son los que se consideran adaptativos y que es necesario mantener en una
poblacion. Segun Frankel et al. (1995), en la conservacion de recursos fitogenéticos para la
agricultura, el mantenimiento de los alelos (n° medio de alelos/locus) es mas importante que
el mantenimiento exacto de unas frecuencias alélicas. A pesar de que las frecuencias alélicas
en las poblaciones multiplicadas se desviaron de las obtenidas en las poblaciones originales
en el 32% de los loci polimorficos y de la pérdida de tres alelos raros, el método de
multiplicacion empleado con mezcla en conjunto de la semilla no condujo a una pérdida de

alelos comunes.

Una consideraciéon mdas importante quizés, es la pérdida potencial de diversidad
asociada con la multiplicacion de muestras previamente multiplicadas. Brown et al. (1997)
mostraron que el muestreo sucesivo en una muestra previa, como se hace en las
multiplicaciones de semillas de poblaciones, resulta en un aumento del tamafio de la
poblacién en progresion geométrica, para mantener un porcentaje determinado del numero
total de alelos presentes inicialmente a una frecuencia determinada. Esto haria impracticable

la multiplicacién de muestras de especies alogamas en los bancos de germoplasma.

Quizas se deberia dedicar mas esfuerzo en la conservacion de alelos raros mediante la
recogida de muestras que poseen dichos alelos a frecuencias relativamente altas. Dichas
entradas deberian contener alelos que son raros en el pool genético de la especie, pero

estarian a frecuencias relativamente altas.

Tanto la heterocigosidad media como el ntimero de alelos por locus representan
componentes claves de la diversidad genética (Brown, 1978). Una reducciéon en la
heterocigosidad podria sugerir una pérdida en la diversidad y una posible tendencia hacia la
fijacion (homocigosis) y a la pérdida de alelos en un locus determinado. En este trabajo no se
observd una reduccion clara en la heterocigosidad ni en el n® de alelos por locus en las

poblaciones multiplicadas.

En el estudio isoenzimatico se encontrd un déficit de heterocigotos para la mayoria de
los loci a excepcion del PGI-2 en el que hay una seleccion a favor de los heterocigotos. Segin
Fearon et al. (1983) esto se explica por la existencia de un sistema de autoincompatibilidad
gametofitica de dos loci S y Z multialélicos. Ambos loci estan ligados con el locus PGI-2 que

situaron conjuntamente en el cromosoma 6. Este déficit puede ser debido al pequefio tamafio
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de la unidad panmictica y al efecto Wahlund, como indican Charmet et al. (1993). La
poblacién recogida en una parcela determinada puede contener circulos de individuos
(vecindarios) que estdn en media mdas relacionados genéticamente que dos individuos
tomados al azar en la poblacion total. El cruzamiento seria panmictico sélo dentro de cada

vecindario.

Aunque el estudio isoenzimatico suministra datos interesantes de coémo los
procedimientos de multiplicacion afectan a la estructura genética de las poblaciones, la
mayoria de los caracteres importantes en los recursos genéticos son agromorfologicos y/o
cuantitativos, y los datos isoenzimdaticos pueden no predecir cambios genéticos en estos
caracteres. Breese y Tyler (1981) observaron una deriva hacia una floracién y produccion de
semillas mas precoz por espiga en raigrds inglés (especie perenne) asociada a la
multiplicacion. En nuestro trabajo, no se encontraron diferencias significativas en la fecha de
espigado ni en los otros caracteres agromorfoldgicos estudiados en el raigras italiano anual,

como también indica Breese (1973), para las especies anuales.

Al nivel de resolucion de los marcadores isoenzimaticos, este trabajo mostré que la
multiplicacion de entradas de raigras italiano con mezcla en conjunto de las semillas
recogidas conduce a pocos cambios en las frecuencias alélicas y a la pérdida de algin alelo
raro. No se observo la pérdida de ningun alelo comun (frecuencias alélicas mayores del 5%).
Sin embargo, los componentes claves de la diversidad, la heterocigosidad y el nimero medio
de alelos por locus se mantuvieron después de un ciclo de multiplicacion. Los resultados
obtenidos son, sin embargo, limitados por el nimero reducido de loci evaluados. La
utilizaciéon de marcadores moleculares basados en ADN, tales como AFLPs, SSRs o
Microsatélites, etc., nos deberia permitir la obtencion de datos mas precisos sobre la

conservacion de la variabilidad genética en estas especies.
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5. Mejora genética de gramineas pratenses

Uno de los medios mas eficaces de asegurar un mejor uso de los fertilizantes, de
aumentar la estabilidad de la produccion y la calidad nutritiva de las praderas, de tener una
mayor tolerancia a enfermedades y plagas o de presentar un buen aspecto estético en los
céspedes es la identificacion y la manipulacion de la variabilidad genética de las especies

pratenses para el desarrollo de nuevas variedades mediante mejora genética.

El interés de las plantas forrajeras se mide por la produccioén animal que permiten. En
esto intervienen dos componentes: la cantidad de biomasa cosechable y su rendimiento de
transformacion en produccion animal. El momento en que esta biomasa se recoge puede tener

tanta importancia como su cantidad.

En general, en el Norte de Espafia, las temperaturas y el periodo de sequia estival

afectan a la produccion de materia seca, su distribucion a lo largo del afio y su persistencia.

El desarrollo de poblaciones de raigrases (inglés e italiano) con una amplia adaptacion
y tolerancia a estos factores limitantes, asi como con una estacion de crecimiento amplia,
buenas producciones de biomasa y buen valor nutritivo, son objetivos importantes en la

mejora genética de estas especies.

5.1. Mejora genética del raigras inglés

Los objetivos de seleccion son el crear variedades mejor adaptadas a las condiciones de
medio y de utilizacion de Galicia. Esto significa una menor tolerancia a enfermedades foliares,
principalmente las royas. Se busca también una mejor adaptacion a las condiciones de
crecimiento desfavorables (sequia y calor de verano) y por lo tanto una mayor persistencia

acompafiada de una produccion de materia seca estable en el tiempo y en el espacio.

Para responder a esos objetivos, se aplican criterios de seleccion a un material genético
recogido en Galicia y evaluado en forma de plantas aisladas y/o en parcelas. De esta forma, la
tolerancia a las enfermedades foliares se anota en plantas individuales mediante una anotacion

visual del ataque. Los objetivos de crecimiento en diferentes estaciones se aprecian por criterios
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de vigor de las plantas aisladas, pero también mediante medidas de la produccion de materia
seca en parcelas. El aspecto estival y por lo tanto la tolerancia a la sequia y al calor se aprecia
igualmente en parcelas o en plantas aisladas por una anotacion visual de 1 a 9, segiin que las
plantas tengan un mal aspecto o por el contrario, verdes y vigorosas. El respigado se aprecia
también visualmente por la importancia de la emision de tallos reproductivos después de un

corte en el momento del espigado.

En 1988 se crearon dos poblaciones sintéticas de raigras inglés, mediante una generacion
de cruzamiento al azar entre plantas seleccionadas en dos grupos de poblaciones de precocidad
diferente. Estas dos poblaciones constaban de 45 familias de medios hermanos cada una. Estas
familias y varios cultivares testigos (“Vigor”, “Preferencia”, “Francés”, “Taptoe”, “Reveille”,
“Brigantia”) se instalaron en octubre de 1988 en dos localidades de Galicia (Mabegondo en A
Coruna y Puebla de Brollon en Lugo). En cada localidad, las familias y los testigos se evaluaron
en campos de plantas aisladas (seis repeticiones de cinco plantas por familia) y en parcelas de
2,8 m? (3 repeticiones) (Oliveira, 1992). Las muestras obtenidas en las parcelas se utilizaron en
andlisis de valor nutritivo mediante la técnica NIRS (espectrofotometria en el infrarrojo
cercano), obteniéndose valores para la digestibilidad “in vifro” expresados en % sobre materia
orgénica digestible, proteina bruta expresada en % sobre materia seca y fibra acido detergente

manifestada en % sobre materia seca.

5.1.1. Métodos “in vivo” del valor nutritivo de un forraje

Para disponer de patrones (métodos “in vivo”) para la determinacion de la
digestibilidad “in vitro”, se evaluaron los cultivares “Brigantia” de raigras inglés y “Exalta”
de raigras italiano en el estado inicio del espigado. La cantidad necesaria de forraje se
conservo picada en camara de congelacion hasta su evaluacion. Se utilizaron 5 carneros
castrados, alojados en jaula metabolica, determinando la ingestion y el contenido en materia

seca, materia organica y energia digestible (Oliveira et al., 2000a).

La alimentacion fue ad [libitum y se tomaron muestras diarias del alimento (una
muestra/dia), rechazo y heces (una muestra/animal y dia) para la determinacion de materia
seca. Una vez secas y molidas, se mezclaron para obtener una muestra de alimento por

periodo y una muestra de rechazo y heces por animal y periodo, para analisis quimico. El
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tiempo de adaptacion de los carneros fue de 15 dias y la toma de muestras se realizd durante

6 dias.

Tabla 16. Principales resultados del analisis quimico.

Raigrds Raigras

inglés italiano

Digestibilidad de la Energia (%) 70,9 65,5
Digestibilidad “in vivo” (%) 70,5 66,8
Materia Seca (%) 18,8 18,5
Materia Organica (%) 90,1 90,8
Ingestion de Materia Seca (g /cabeza.dia) 51,0 69,2
Fibra Neutro Detergente (%) 50,0 56,2
Fibra Acido Detergente (%) 29,7 30,9
Carbohidratos Solubles (%) 23,2 12,8
Nitrogeno Total (%) 1,2 1,7

Carbohidratos/Nitrogeno 19,4 7,4

A la vista de estos resultados, se puede decir que las digestibilidades “in vivo” son
buenas, con valores de fibras y carbohidratos dentro de lo normal. La relacion
Carbohidratos/Nitrogeno que indica la aptitud de la hierba a ser ensilada, result6 mucho mejor
en el raigras inglés que en el raigras italiano. Valores de esta relacion entre 4 y 8 indican una

aptitud media al ensilado de la hierba y valores superiores a 8 una buena aptitud al ensilado.

5.1.2. Ecuaciones de calibracion NIRS

Para desarrollar ecuaciones de calibracion NIRS para determinar proteina bruta (CP)
fibra acido detergente (ADF), digestibilidad “in vitro” de la materia organica (DOM) y
carbohidratos solubles (WSC) en muestras de raigras inglés procedentes del programa de
mejora genética, se uso el programa NewlSI. Para ello se evaluaron agronémicamente 121
familias de raigras inglés en Mabegondo (La Corufia) y Puebla de Brollon (Lugo) en el
periodo 1994-1997.

Los espectros de 726 muestras (121 familias x 3 repeticiones x 2 localidades) cortadas
en junio de 1994 se registraron en un espectrofotometro PSCO 6250 y un conjunto de 72
espectros se seleccionaron para calibracion con el programa NSAS. Las muestras de

calibracion se analizaron en el laboratorio para determinar CP, ADF, DOM y WSC.
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Las mejores ecuaciones de calibracion fueron las obtenidas mediante la regresion de
minimos cuadrados parciales modificados de la segunda derivada de los espectros NIRS
sobre los valores analiticos para todos los componentes. Los coeficientes de determinacion
variaron de 0,98 para proteina bruta a 0,75 para la digestibilidad “in vitro”. Los errores
estandar de calibracion (SEC) y validacion (SECV) de la proteina bruta y la fibra acido
detergente fueron mas bajos que los de los carbohidratos solubles y la digestibilidad “in
vitro”, probablemente debidos a la mejor repetibilidad de los datos analiticos (Oliveira y

Castro, 1994).

Digestibilidad In Vitro
g/100 g MS

MIRS
ks

g0

75

70

2
R=075
: SEC =182
SECV =197

B4

G0

60 65 70 75 80 &5
LABORATORIO

Figura 32. Regresion de datos NIRS sobre datos quimicos de laboratorio (Digestibilidad In Vitro) para
obtener ecuaciones de calibracién en raigras inglés.
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Figura 33. Regresion de datos NIRS sobre datos quimicos de laboratorio (Fibra Acido Detergente) para
obtener ecuaciones de calibracion en raigras inglés.
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Figura 34. Regresion de datos NIRS sobre datos quimicos de laboratorio (Carbohidratos Solubles) para
obtener ecuaciones de calibracion en raigras inglés.
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Figura 35. Regresion de datos NIRS sobre datos quimicos de laboratorio (Proteina Bruta) para obtener
ecuaciones de calibracion en raigras inglés.

Se obtuvieron correlaciones fenotipicas altas para DMO-WSC, DMO-ADF y ADF-
WSC, tanto en Mabegondo (R = 0,97, -0,94 y -0,88) como en Puebla de Brollon (R = 0,95, -
0,94 y -0,87) y estimadas por NIRS.

5.1.3. Primer ciclo de seleccion en familias

Las descendencias (familias de medio hermanos) del primer ciclo de seleccion
presentan un comportamiento agrondmico, similar a las variedades comerciales utilizadas como
testigos, en el caso de las caracteristicas agrondmicas anotadas en plantas aisladas (crecimiento
en diferentes estaciones, tolerancia a enfermedades, etc.) y la calidad nutritiva (Oliveira, 1992) y
ligeramente superior en el caso de los rendimientos estacionales y la persistencia en parcelas
densas en el grupo tardio. Las mejores familias presentaron valores superiores en la mayor parte
de las caracteristicas agrondmicas interesantes. Sin embargo, no se encontrd ninguna familia que

presentase todas las caracteristicas agronomicas favorables.

Los resultados anteriores muestran el interés a corto plazo de la creacion de variedades
sintéticas mediante seleccion multicaracter en las mejores familias con una intensidad de
seleccion fuerte. Con este fin se pusieron en un campo de policruzamiento las plantas madre de

las mejores familias en el otofio de 1991. Las mejores familias se seleccionaron
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independientemente en Mabegondo y en Puebla de Brollon mediante un indice de seleccion

multicaracter.

5.2. Mejora genética del raigras italiano

Con base en el trabajo de caracterizacion de 16 variedades locales de raigras italiano
anual de Galicia y Asturias (Oliveira et al., 1997b), se comenzd un programa de seleccion
intrapoblacional en una poblacion de raigras italiano anual de gran precocidad de espigado.
Se realizaron dos ciclos de seleccion intrapoblacional (uno individual y otro combinando la
seleccion individual y de familias de medio-hermanos). Aunque las cuatro familias
seleccionadas fueron menos productivas que los testigos comerciales (Billién, Vitesse,
Monasmo y una poblacion experimental de raigras italiano anual obtenida en el CIAM), su
crecimiento de invierno fue mayor, su crecimiento de primavera mas precoz y presentaron un
mayor contenido de proteina bruta en una de las localidades de evaluacion. Se seleccionaron
las 25 mejores plantas de cada una de esas familias, con el fin de entrecruzar 100 plantas
dentro de un campo de cereal de cafia alta y asi iniciar la creacién de una variedad sintética de
raigras italiano anual adaptada a un sistema de cultivo en rotacion con maiz forrajero

(Lindner et al., 1997).

5.3. Creacion de variedades

Se creo la variedad sintética Ciami formada por 6 genotipos de una poblacion sintética
tardia de raigras inglés. Se incluyo en la Lista de Variedades Comerciales Espafiolas con fecha
de 11 de julio de 2001. La variedad Ciami presenta una mejor distribucion estacional de la
produccion, junto con una fecha de espigado tardia y un porte mas erecto que el cultivar

Brigantia.
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Figura 36. Produccion media en dos localidades y tres afios del cultivar Ciami respecto al cultivar

Brigantia (=100).

Se creo el cultivar comercial Pomba de raigras italiano anual no alternativa, obtenida
por seleccion fenotipica dentro de una variedad local de raigras italiano anual de Padron (A
Corufia). Esta variedad estd incluida en la Lista de Variedades Comerciales Espafiolas con

fecha de 12 de marzo de 2003 (BOE 25 de marzo de 2003).

£l Exp.prec.
O Exp.inter.

[1Exp. Pomba

enero marzo

Figura 37. Produccion media en Mabegondo del cultivar de raigras italiano anual Pomba respecto al
cultivar Promenade (=100).

Esta variedad presenta un buen crecimiento de invierno-principios de primavera y
tiene una fecha de espigado en la tercera decena de abril en el CIAM, siendo mds precoz que
las variedades Vitesse, Finul, Barspectra y Exalta. Es ligeramente mas persistente que Exalta,

una de las variedades mas persistentes de raigras italiano.
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6. Perspectivas

Hasta ahora la mayor utilizacion de las colecciones de semillas habia sido la
obtencion de variedades para una agricultura intensiva; en la actualidad hay una necesidad de
promover su uso para obtener variedades para una agricultura de bajos insumos (low-input), y
para usos alternativos (campos de deporte, de esparcimiento, pastos bajo bosque, etc.),
disminuyendo las producciones en linea con lo que el mercado demanda, mejorando las
posibilidades de diversificacion, y aumentando las posibilidades de utilizacion de zonas

marginales y de valorizacion del paisaje.
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